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ースとヘミセルロースの濃度比は約 2：1 である (4)。亜臨界処理（200℃）ではヘミ
セルロースは分解され，酵素糖化ではグルコースだけが検出される。栄養塩類を添加
せずに，この糖化液で回分発酵試験を行うと，24時間で発酵は終了するが，生成エタ






た糖化液に栄養塩類を添加し回分発酵試験を行うと 24時間で発酵が終了し，約 50 g/L
のエタノールを生成する (4)。また，竹の乾燥重量トン当たり約 0.35 kLのエタノール
が生産できる。九州地区の竹は 713.4 万トンであるので 250 万 kL のエタノールの生
産が見込まれる。3年ごとに伐採していくと考えても80万kLのエタノールに相当し，
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性は，Km値で 100 mMから数 100 mMと極端に低く，グルコースに対する親和性よ
りも低い (2)。このように，最初にグルコースを消費し，次にキシロースの消費が起




で 130 mMから 900 mMと低く，円滑な同時発酵には向いていない。最も適する取り
込み系は，Candida intermediaのキシロース/グルコース－H+共輸送系 Gxs1と考えられ
る。この輸送系のキシロースに対する親和性は，Km = 0.2 mM（30 mg/L）と非常に高
く，竹から抽出した溶液中のグルコースとキシロースの濃度（糖濃度 60g/L前後，グ













































































第 2節	 実験材料と実験方法 
 
1-2-1.	 菌株，プラスミド，オリゴヌクレオチドプライマー 
	 本研究で使用した菌株とプラスミドを表 1-1に示した。S. cerevisiae KF7は耐熱性・
凝集性のホモタリズム実用酵母で，本研究の親株として用いた (5)。KF7-5Cはヘテロ
タリズム一倍体であり，KF7の子嚢 4胞子から得た。大腸菌DH10BはプラスミドDNA
による形質転換の受容菌として用いた。本研究で用いたプライマ （ーGenenet, Fukuoka, 
Japan）は，GENETYX®−MAC 遺伝情報処理ソフトウェア／Macintosh版 Primer3（ゼ
ネティックス，東京，日本）あるいは Primer3（http://frodo.wi.mit.edu/primer3/）によっ
てデザインし，表 1-2 に記した。S. cerevisiae 遺伝子の塩基配列は，Saccharomyces 
Genome Database（9, http:// www. yeastgenome.org/）の情報に基づいた。 
 








KF7 MATa/MATα HO/HO Flo+ 5 
KAG5 MATa/MATα HO/HO 鹿児島焼酎酵母 5号 
MIY1 MATa/MATα HO/HO 宮崎焼酎酵母 1号 
EP1 MATa/MATα HO/HO 5 
BY611 (S288C) 
MATa SUC2 mal mel gal2 CUP1 flo1 
flo8-1 SSD1-v1 
YGRS a 
KF7-5C MATa ho Flo+ 
KF7の子嚢胞子から分離したヘ
テロタリック一倍体 
KF7-4B MATα ho Flo+ 
KF7の子嚢胞子から分離したヘ
テロタリック一倍体 
KFG1-1B MATa ho Flo+ Haploid (KF7-5C × KF7-4B) b 
KFG1-4B MATα ho Flo+ Haploid (KF7-5C × KF7-4B) 
 7 
表 1-1	 続き 
KFG2-17D MATa ho Flo+ Haploid (KFG1-1B × KFG1-4B) 
KFG2-20A MATα ho Flo+ Haploid (KFG1-1B × KFG1-4B) 
KFG3-4A MATa ho Flo+ Haploid (KFG2-17D × KFG2-20A) 
KFG3-20B MATa ho Flo+ Haploid (KFG2-17D × KFG2-20A) 
KFG3-2B MATα ho Flo+ Haploid (KFG2-17D × KFG2-20A) 
KFG4-6B MATa ho Flo+ Haploid (KFG3-4A × KFG3-2B) 
KFG4-4B MATα ho Flo+ Haploid (KFG3-4A × KFG3-2B) 




MATa ho ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 
ade2-1 can1-100 rad5-535 
YGRS 
BY4849 
MATα ho ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 
ade2-1 can1-100 rad5-535 
YGRS 
SH6710 
MATα ho dse2::kanMX sed1::Sh ble his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 
YGRS 
NAM2-2B 
MATα ho dse2::kanMX sed1::Sh ble ura3Δ0 
his3Δ1 
Haploid (KF7-5C × SH6710) 
NAM3-15D MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble Haploid (NAM2-2B × KF7-5C) 
NAM5-15D 
MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble 
Haploid (NAM3-15D × KF7-5C) 
NAM6-22C MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble Haploid (NAM5-15D × KFG1-1B) 
NAM8-22B MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble Haploid (NAM6-22C × KFG2-17D) 
NAM9-13D MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble Haploid (NAM8-22B × KFG3-20B) 
NAM11-2C MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble Haploid (NAM9-13D × KFG3-20B) 
NAM11-9C MATa ho Haploid (NAM9-13D × KFG3-20B) 
NAM11-13A MATα ho Haploid (NAM9-13D × KFG3-20B) 
NAM12 MATa ho / MATα ho 
Diploid 
(NAM11-9C × NAM11-13A)c 
NAM21-2C MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble 
Haploid (KFG4-6BD 
spore × NAM11-2C 
 
 8 
表 1-1	 続き 
NAM23-8A MATa ho 
Haploid (KFG4-6BD 
spore × NAM21-2C 
NAM23-5D MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1:: Sh ble 
Haploid (KFG4-6BD 
spore × NAM21-2C) 
NAM26-15A MATa ho Haploid (NAM23-8A × KFG4-4B) 
NAM26-14A MATα ho Haploid (NAM23-8A × KFG4-4B) 
NAM34-4C MATα ho 
Haploid 
(NAM26-15A × NAM26-14A) 
NAM35 MATa ho/ MATα ho 
Diploid 
(NAM26-15A × NAM34-4C) 
NAM27-8C MATα ho ura3 Haploid (NAM23-5D × KFG4-6B) 
NAM1-5C 
MATa ho dse2::kanMX sed1:: Sh ble his3 
leu2 ura3 lys2Δ0 ade2-1 
Haploid (BY4848 × SH6710) 
Escherichia coli   
DH10B 
F − mcrA Δ(mrr − hsdRMS mcrBC) Φ80 
lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 
Δ(ara leu)7697 galU galK λ− rpsL nupG) 
Invitrogen, 16 








a YGRS：Yeast Genetic Resource Center. 
b Haploid（KF7-5C × KF7-4B）は KF7-5Cと KF7-4Bを掛け合わせることにより得た二倍体を 4
胞子解剖して得た一倍体を指し示す。 
c Diploid（NAM11-9C × NAM11-13A）は NAM11-9Cと NAM11-13Aとを掛け合わせることに
より得た 2倍体を指し示す。 
d PTDH3は TDH3プロモーターを指し示す。 




表 1-2	 PCR増幅に用いたオリゴヌクレオチドプライマー 
 
プライマー配列の斜体は制限酵素認識部位を表し，太字の 3塩基は制限酵素部位の認識改善
のために付加した。プライマー1と 2は S. cerevisiae染色体の TDH3プロモーターの相同領域
を 21 bpまたは 27 bp含む。プライマー3と 4は pBlu-LTKTL-TDH3の kanMXの相同領域を 20-bp
含む。プライマー5と 6は pBlu-LTKTL-TDH3の kanMXの相同領域を 20-bpと下線で示した
JEN1の相同領域を 40-bp持つ。プライマー7と 8は pBlu-LTKTL- TDH3の kanMXの相同領域
を 20-bpと下線で示した HXT7の相同領域を 40-bp持つ。 
 
1-2-2.	 培地 
	 S. cerevisiaeの増殖に用いた YPD培地は，グルコース 20 g，バクト酵母エキス 10 g，
バクトペプトン 20 gを蒸留水 1 L当たりに含み pH 5.5に調整した。回分培養発酵培
地に用いた YPD15培地は，YPD培地と同じ組成で 20 g/Lグルコースの代わりに 150 
g/Lグルコースを用いた。MS培地は，Yeast nitrogen base 1.7g，(NH4)2SO4 5gを蒸留水
1L当りに含み pH 5.5に調整した。MSD培地はMS培地 1 L中に 20 gグルコースを含
む。MSL培地はMS培地 1 L中に 20 g L-乳酸を含む。培地には必要に応じて最終濃度
がアデニンで50 mg/L，ウラシルで50 mg/L，アミノ酸で40 mg/Lとなるように加えた。
G418二硫酸塩（G418）は，必要に応じて最終濃度が 360 mg/Lとなるように加えた。
Number Name Primer sequence (5’ to 3’) 
1 TDH3-F3 tttgaattcactttgaccctattttcgagg 
2 TDH3-R2 tttctgcagtttgtttgtttatgtgtgttattcgaa 
3 F-pUG6-LTKTL-(EcoRI) tttgaattcggccgccagtcgaagcttcg 
4 R-pUG6-LTKTL-(EcoRI) tttgaattcaggccactagtggatctgat 
5 F-JEN1 G418 
atgtcgtcgtcaattacagatgagaaaatatctggtgaacggccgccagctgaag
cttcg 










固形培地には，培地 1 L当たり 20 gの寒天を加えた。SpoKI胞子形成培地は，酢酸カ
リウム 10 gを蒸留水 1 L当たりに含み，pH 5.5に調整し寒天を 20 g加えた。 
	 大腸菌の増殖培地として用いた Luria-Bertani（LB）培地は，バクトトリプトン 10 g，
バクト酵母エキス 5 g，NaCl 10 gを蒸留水 1 L当たりに含み pH 7.2に調整した (10)。
固形培地には培地 1 L当たり 15 gの寒天を加えた。ビタミンは必要に応じて，チアミ
ンを最終濃度 5 mg/L となるように加えた。抗生物質は必要に応じて，最終濃度がア
ンピシリン（Amp）とカナマイシン（Km）で 50 µg/mLとなるように加えた。コンピ
テントな大腸菌の調製に用いたM9培地は，NH4Cl 1.0 g，Na2HPO4 6.0 g，KH2PO4 3.0 
g，NaCl 0.5 g，1 M MgSO4 2 mL，200 g/L グルコース 10 mL，1M CaCl2 0.1 mL を蒸
留水 1 Lあたりに含み pH7.5に調整した (11)。 
 
1-2-3.	 形質転換 
	 S. cerevisiaeの形質転換は，GietzとWoodsの方法で行った (12)。受容菌を 5 mLの
2 × YPDA培地に植菌し，30°Cで一晩振盪培養し（120 回/分 往復振盪，120 rpm），
吸光度 Abs600 nmを測定した（2.5 × 108細胞/mL）。予め 30°Cに保温した 2 × YPDA培
地 50 mLに初発濃度が 5 × 106 細胞/mLとなるように，細胞濃度と吸光度の関係式（1 
× 106 細胞/mL：Abs600 nm=0.1）を用い培養液を加えた。30°C 120 rpmで約 4時間振盪
培養し，細胞濃度が 2.0 × 107 細胞/mLになれば 2500 × g，5分間遠心分離した。上澄
みを捨て，ボルテックスミキサーで混ぜた。25 mLの滅菌水を加え懸濁し，遠心分離
し上澄みを捨て，ボルテックスミキサーで混ぜ細胞を洗浄し，1.0 mLの滅菌水に懸濁
した。細胞懸濁液を 1.5 mLのマイクロ遠心管に移し，20,400 × gで 30秒間遠心分離
し，上澄みを捨て，ボルテックスミキサーで混ぜ，滅菌水を加え，1.0 mL容量とした。
100 µLの 108個の酵母細胞懸濁液を 1.5 mLのマイクロ遠心管に移し，20,400 × gで 30
秒間遠心分離し，上澄みを捨てた。形質転換混合溶液を表 1-3の容量で調製し，形質
転換時に使用する混合溶液 360 µL をマイクロ遠心管に移し，ボルテックスミキサー
で良く混ぜ，42℃で 40分保温した。30秒 20,400 × gで遠心分離した後，1 mLの滅菌
 11 
水を加えた。マイクロピペットチップで沈殿酵母を混ぜ，その後ボルテックスミキサ
ーで攪拌した。1 mLの YPD液体培地を加え，30℃で 4時間保温した後，G418を含
む YPD選択培地に塗抹し，30℃で 2−4日静置培養した。 
 
	 	 	 表 1-3	 形質転換時に使用する混合溶液の割合 
試薬 
混合溶液 
1 5(×6) 10(×11) 
PEG3500 50%w/v a 240 µL 1440 µL 2640 µL 
酢酸リチウム 1M b 36 µL 216 µL 396 µL 
煮沸 ss-キャリア DNA c 50 µL 300 µL 550 µL 
プラスミド DNA＋水 34 µL 204 µL 374 µL 
全量 360 µL 2160 µL 3960 µL 
	 a 50 (w/v)%ポリエチレングリコール溶液は，50 gのポリエチレングリコール 3350に滅菌水
35 mLを加えオートクレーブした。b 1 M LiCl溶液を調整後にオートクレーブ滅菌した。c キ
ャリア DNAの調製は GietzとWoodsの方法で行った (12)。すなわち，200 mgの高分量さけ
精子 DNAを 100 mLの TE緩衝液（10 mM Tris-HCl, pH8.0−1.0 mM EDTA）に加えた。10 mL
のピペットで繰り返し上下し，DNAを剪断した。その後，マグネティックスターラーで 2−3
時間完全に溶解するまで撹拌した。必要に応じて 4°C で一晩保温した。適量に分け，−20°C
で保存した。使用前に 1.0 mLのキャリア DNAを 5分間沸騰させた後，氷水中で冷やした。
集菌中にこの操作を行った。 
 
1-2-4.	 酵母染色体 DNAの調製 
	 YPD寒天培地上で 30℃ 1日培養したフレッシュな酵母菌を 25 mLの YPD液体培
地に 1白金線植菌し，30°Cで一晩振盪培養した。この培養液の 0.5 mLを新しい 50 mL
の YPD培地に植え継いだ。Abs660 nmが 1.5になるまで 30°Cで振盪培養し，培養液 30 
mLを遠心分離した（6000 × g, 2分間）。上澄みを捨て，集めた細胞に 4 mLの緩衝液
を加え懸濁した。マルチビーズショッカーで 2700 rpm 2分間処理し，酵母菌を破砕し
た。上澄みを取り出し，等量のフェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール
（25:24:1（v/v））を加え，65°Cで 5分間緩やかに振盪した。遠心分離後（1800 × g，




で 20分間保冷した。遠心分離後（1800 × g，15分間），冷エタノールで洗浄し，適当
量の TE緩衝液を加え DNA溶液とした。 
 
1-2-5.	 酵母遺伝学で用いる標準方法 (13)。 
(1) 胞子形成と胞子形成の観察 
	 被試験酵母菌を YPD 固形培地上で 30°C，1 日静置培養した。増殖したコロニーを
滅菌した爪楊枝で胞子形成培地に移した。30°C，2－3 日静置培養し胞子形成させた。
滅菌爪楊枝でサンプルを取り，スライドガラス上に置いた 5 µLの滅菌水に懸濁した。
光学顕微鏡で（300倍，対物レンズ ×20，接眼レンズ ×10，中間変倍 ×1.5，オリンパ
ス光学顕微鏡 BH2）胞子形成を観察した。 
(2) 集団接合 
	 酵母菌細胞を滅菌した白金線で 2 mLの YPD液体培地に植菌した。さらに実験室酵
母（例えば BY4849菌）を滅菌した白金線で同じ培地に植菌し，30℃で静置培養した。 
(3) 接合子の判定 




	 集団接合した培養液を 30℃で静置培養し，数時間後に一度 ボルテックスミキサー
で混合し，1日静置培養した。新しい YPD液体培地 2 mLに 50 µLの培養液を加え，
30℃で 1日静置培養した。培養液を火炎滅菌した白金耳で 20 mLの YPD固形培地の
上に載せた。ミクロマニプレーター（シンガーMSMシステム 200，Singer Instruments, 
Roadwater, Watchet, Somerset TA23 0RE, UK）を用いて，顕微鏡下，典型的な二倍体酵
母である卵形に近い形の単細胞を分離した。30°C で 2 日間，静置培養し，単細胞か
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ら増殖した二倍体を得た。 
(5) 子嚢胞子の解剖 (14) 
	 胞子形成培地上の細胞を 300 µg/mL 最終濃度で zymolyase20 を含む 0.15 M リン酸
カルウム緩衝液 pH7.5の 75 µLに懸濁し，30°Cで 20分保温した。滅菌した白金耳で
胞子懸濁液を取り，YPD固形培地上に移した。ミクロマニプレーターで 4胞子を単胞
子ずつ解剖した後，30°Cで 2日から 3日間，静置培養した。 
(6) 細胞・胞子接合と接合の確認 
	 細胞・胞子接合は Winge と Laustsen の方法で行った (15)。ホモタリック株である
KFG4-6BDの 10～20個の胞子を 4胞子解剖し，ヘテロタリックな NAM11-2C株また
はその子孫である NAM21-11C と掛け合わせ，細胞・胞子接合を行った。KFG4-6BD




あるいは MATαの G418感受性で非要求性の株が分離できることにより確認した。 
 
1-2-6.	 大腸菌からのプラスミド調製 
	 プラスミド調製は，Birnboimと Dolyの方法に従った (16)。25 mLの LB液体選択
培地に（必要に応じて抗生物質，ビタミンを添加），プラスミドを保持する大腸菌を
１白金耳植菌し，37°Cで一晩振盪培養した。遠心分離（2300 × g, 3分間, 4°C）で集菌
し，上澄みを捨てた。菌体に 1.0 mLの溶液 1（1mM グルコース，10 mM EDTA 2Na，
25 mM Tris-HCl，pH 8.0）を加え，よく懸濁し，氷中で 5分間保冷した。これに 2.0 mL
の溶液 2（0.2 N NaOH，1.0% SDS）を加え，氷中で 10分間保冷した。次に，1.5 mL





浄した。ペレットを 500 µLの TE緩衝液（10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA 2Na，pH 8.0）
に溶解後，500 µLの 3 M塩化リチウム溶液を加えて，よく混和し，氷中で 15分間保
冷した。遠心分離し（20,400 × g，15分間，4°C），沈殿物を取らないように上澄みを
採取した。上澄みに対して 3 倍量の冷エタノールを加え，よく混和し，フリーザー




1-2-7.	 High Pure Plasmid Isolation Kitを用いた大腸菌からのプラスミド DNA抽出 
	 5 mLの LB液体選択培地に（必要に応じて抗生物質，ビタミンを添加），プラスミ
ドを保持する大腸菌を１白金耳植菌し，37°Cで一晩振盪培養した。遠心分離（2300 × 
g，3分間，4°C）で集菌し，上澄みを捨てた。菌体に High Pure Plasmid Isolation Kit
の RNase/Suspension Buffer ①を 250 µL加えよく混和後，Lysis Buffer ②を 250 µL加
え，緩やかに混和し氷中で 5分間保冷した。これに予め氷中で冷やしておいた Binding 
Buffer ③を 350 µL加え，緩やかに混和し氷中で 5分間保冷した。遠心分離し（13,000 
× g，10分間，4°C），沈殿物や浮遊物を取らないように上澄みを Collection Tubes にセ
ットした High Pure Filter Tubesに回収した。遠心分離し（20,400 × g，1分間，4°C），
Collection Tubesに溜まった溶液を捨て，Wash Buffer II ⑤を 700 µLの High Pure Filter 
Tubesに加えた。遠心分離し（20,400 × g，1分間，4°C），Collection Tubesに溜まった
溶液を捨て，遠心分離後（20,400 × g，1分間，4°C），High Pure Filter Tubesを滅菌し
たエッペンドルフにセットした。High Pure Filter Tubesに Elution Buffer ⑥を 100 µL
加え，遠心分離した（20,400 × g，1分間，4°C）。遠心後，High Pure Filter Tubesを捨
てエッペンドルフに得られた液をプラスミド DNA溶液とした。 
 






（100 × g，5分間，室温）。上澄みを新しいエッペンドルフに回収し，1/10量の 3 M





	 1/2× TBE緩衝液（緩衝液 1 L当たり 5.4 g Tris-HCl，2.75 g ホウ酸，0.47 g EDTA・
2Naを含む）に 0.8~2.0 %となるようにアガロース（宝酒造社製 L03もしくはシグマ
社製）を加え，121°Cで 1分間の蒸気加熱で溶解後にゲルを作成した。1−10 µLの DNA
溶液に対して 1−2 µLのローディング緩衝液（0.25% bromophenol blue，0.25% xylene 
cyanol，30%グリセロール）を加え，ゲルのウェルにチャージした。ミニゲル電気泳
動システム（mupid-2 コスモバイオ株式会社製）を用いて 50 V，90 分間電気泳動し
た。0.5 µg/mLのエチジウムブロマイドを含む TBE緩衝液に 15分間浸して染色した。
染色したゲルをトランスイルミネーター上で観察した。 
 
1-2-10.	 エリューションによる DNA断片の回収 
	 ゲルからの DNA断片の回収は，次のようにして行った。1/2× TAE緩衝液（緩衝液
1 L当たり 4.84 g Tris-HCl，1.4 mL 氷酢酸，0.37 g EDTA・2Naを含む）に 1.0−2.0%と
なるようにアガロースを加え，オートクレーブ（121°C，1 分間）で溶解後にゲルを
作成した。10−20 µLの DNA溶液に対して 1−2 µLのローディング緩衝液を加えてゲ
ルのウェルにチャージし，電気泳動システムを用いて 50 V，90分間電気泳動した。
DNAサイズマーカーを 1レーン分チャージし，サンプル DNAも 2レーンもしくは 3
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レーン分チャージした。サイズマーカーとその隣に位置しているサンプルレーンをカ






1/10量の 3 M酢酸カリウム，1/40量の 2 mg/mLグリコーゲン溶液を添加し，−35°C
で 20分間保った。DNA断片を遠心分離し（9100 × g，5分間，4°C）回収した。 
 
1-2-11.	 PCR法による DNA断片の増幅 
	 Ready・To・Go PCR Beadsキット（Amersham Pharmacia Biotech Inc製）を用いて PCR
反応を行った。反応試薬に 50 ngの鋳型DNA溶液と 25 pmolのプライマー溶液を加え，
25 µLとした。軽くスピンダウンし，94°Cに保持されたサーマルサイクラーにセット
した。PCR反応時間は増幅断片の大きさによって変えた。1 kbの断片を増幅するとき
は，95°Cで 30秒間，54°Cで 30秒間，72°Cで 1分間のサイクルを 35回繰り返し増
幅した。反応後，2.5倍量の冷エタノールと 10分の 1量の 3 M酢酸カリウム溶液を添
加し，−35°Cで 20分間保冷した。保冷後，遠心分離し（13,000 × g，10分間，4°C），
適当量の冷エタノールで数回洗浄した。ペレットを乾燥させ，適当量の蒸留水あるい
は TE溶液に溶解したものを PCR産物とした 
 
1-2-12.	 コロニーからの直接 PCR法 
	 コロニーを滅菌水 45 µLに植菌し，3 mg/mLの zymolyase20を 5 µL加えて 30°Cで
10分間保温し溶菌させた。その溶液を鋳型 DNA溶液とした。PCR反応は KOD FX キ
ット（TOYOBO社製，大阪，日本）を用いて行った。反応溶液 50 µL当たり，25 µL
の 2× KOD FX用 PCR 緩衝液，0.4 mM dNTPs，鋳型 DNA（~ 200 ng），プライマ （ー0.3 
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pmol），KOD FX DNAポリメラーゼ（1.0 U/µL）となるようにした。軽くスピンダウ
ンし，94°C に保持されたサーマルサイクラーにセットした。PCR 反応時間は増幅断
片の大きさによって変えた。1 kbの断片を増幅するときは，94°Cで 15秒間，54°Cで




	 Applied Biosystems 3130ジェネティックアナライザを使用し塩基配列決定した。配
列決定用のキットは，BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kitまたは BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitを使用した。鋳型 DNAの希釈は増幅する断片の
サイズを考慮し適切な濃度で行った。すなわち，プラスミド DNAであれば，150～300 
ngになるように希釈した。精製した鋳型 DNAを使用し，96°Cで 1分間の DNA変性
後，96°C で 1 分間 DNA 変性，50°C で 5 分間 アニーリング，60°C で 4 分間 DNA
伸長反応を 25 サイクル行った。その後，4°C の氷水中で急冷した。エタノール沈殿
し，DNAを回収した。エタノール沈殿は，5 µL の 125 mM EDTA・2Naを加えた後，
60 µLの 99.5% エタノールを加え，良く混合し，室温で 15分間静置した。20,400 × g
で 20分間 遠心分離し上澄みを除去した。その後，60 µLの 70%エタノールを加え，
20,400 × gで 5分間 遠心分離し，上澄みを除去した。5分間の減圧乾燥後，アルミホ




1-2-14.	 非凝集性酵母 KFG4-6BDの分離 








	 pBlu-LTKTL-TDH3は，S. cerevisiaeの染色体 DNA内に kanMXまたは kanMX-TDH3
プロモーターDNA 断片を導入するために用いた選択カセットプラスミドである。
S. cerevisiae S288C の TDH3 プロモーターDNA 領域を，一対のプライマーである
TDH3-F3と TDH3-R2を用いて増幅した。その 1010 bpの増幅を EcoRIと PstIで処理
し，pBluescript II KS+ (17) の EcoRIと PstIの間に組み換え pBlu-TDH3を作成した。
S. cerevisiae SH6710の kanMX DNA領域を，一対のプライマーである F-pUG6-LTKTL- 





	 YPD固形培地で 30°C，一晩培養した被試験菌を 10 mLの YPD培地に植菌し，30°C
で 24時間振盪培養した（120 rpm）。4°C，2400 × g, 1分間の遠心分離で細胞を集め滅
菌水に懸濁した。細胞初発濃度が Abs660 nm = 0.014となるように，L字試験管中の 5 mL 
MSD液体培地，または 500-mL三角フラスコ中の 50 mL MSD液体培地に植菌した。
それぞれの細胞濃度を，前者はバイオフォトレコーダー（TVS062CA; Advantec Toyo 




	 YPD固形培地で 30°C，一晩培養した KFG4-6BDを 25 mLの YPD培地（pH4.0）に






ル測定条件は，カラム，TSG-1（3.1 m × 3.2 mm, Shimadzu）；カラム温度，105°C; 注
入場所温度，260°C；検出温度，260°C; キャリアーガス，N2，30 mL/分；H2，50 mL/
分; 空気，50 mL/分で行った。糖濃度は内部標準物質としてアラビノースを用いた
HPLC糖解析システム（Shimadzu）で測定した。測定条件は，解析カラム，Shim-pack 








第 3節	 結果 
 











と KF7-4Bがそれぞれ MATaと MATαの接合型を示した。残り 6個の子嚢胞子クロー
ンは，ホモタリズムの性質を示した。KF7-5Cと BY4849（MATα ho ura3-1 leu2-3,112 
trp1-1 his3-11,15 ade2-1 can1-100 rad5-535）とを掛け合わせて得た二倍体を胞子形成さ
せ，15子嚢を調べたところ，全ての子嚢で，MATa : MATα，URA3 : ura3，LEU2 : leu2，
TRP1 : trp1，HIS3 : his3が 2+ : 2−分離した。また，KF7-4Bと BY4848（MATa ho ura3-1 
leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 can1-100 rad5-535）とを掛け合わせて解析した結果
も，調べた 5 子嚢で，全てが 2+ : 2−分離した。このことから，KF7-5C と KF7-4B は
ヘテロタリックな一倍体であると結論した。 
 
1-3-2.	 KF7-5C, KF7-4Bおよびその子孫間の株内掛け合わせ，または KF7-5Cと実験
室酵母 SH6710との掛け合わせおよび戻し交配による接合能，胞子形成能，および胞
子生存率の改良 
	 一倍体の胞子形成率と胞子生存率を改善するために，2 つの方法を行った。1 つ目
は，種内掛け合わせを用いる方法である。実験室酵母 SH6710（MATα dse2::kanMX 











表 1-4	 KF7の子孫間の掛け合わせで得た二倍体の胞子形成率と 4胞子生存率 








KF7 KF7 < 0.1 25 
KF7-5C × KF7-4B KFG1 0.5−1.0 50 
KFG1-1B × KFG1-4B KFG2 0.5−1.0 87 
KFG2-17D × KFG2-20A KFG3 2−3 96 
KFG3-4A × KFG3-2B KFG4 10 90 
KFG4-6B × KFG4-4B KFG5 2−3 83 
SH6710 × KF7-5C NAM2 0.1 80 
NAM2-2B × KF7-5C NAM3 0.1−0.5 80 
NAM3-15D × KF7-5C NAM5 0.5 91 
NAM5-15D × KF7-5C NAM6 0.5−1.0 88 
NAM6-22C × KFG1-1B NAM8 2−3 93 
NAM8-22B × KFG2-17D NAM9 6 89 
NAM9-13D × KFG3-20B NAM11 16 83 
NAM34-4C × NAM26-15A NAM35 16 96 
a 胞子形成率は胞子形成培地上で 30°Cで 2−5日間培養した後の二倍体細胞に対する子嚢胞子
の数の割合である。 
b 4胞子生存率は子嚢胞子に対する 4胞子全てが生存した子嚢数の割合である。 
 
NAM2-2Bと KF7-5Cとを掛け合わせて得た二倍体 NAM3株を分離し，得られた 4胞
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子の中から NAM3-15Dを選択した。同様に NAM3-15Dと KF7-5Cとを掛け合わせて
二倍体 NAM5を分離し，その子孫である NAM5-15Dを得た。このような戻し交配を
さらに 4 回繰り返し，遺伝背景を KF7 系統株に近づけた（表 1-4）。最終的に得た 2











	 繰り返しの戻し交配で得た NAM11-9C株と NAM11-13A株が，直接的には選択して
いない KF7の性質である耐熱性を持っているのかどうかを，掛け合わせで得た二倍体
NAM12を用いて解析した。YPD培地（pH 5.5）で NAM12株の増殖を解析したとこ
ろ，最も早い世代時間は 30°C，32.5°C，35°C，37.5°C，40°Cで，それぞれで 1 hr，0.9 hr，
0.85 hr，0.95 hr，1.6 hrであり，世代時間が 30－37℃まで変化がない。すなわち，NAM12
は KF7株と同様に耐熱性を示している。耐酸性に関しても YPD培地，35°Cで解析し
た。最も早い世代時間は pH 5.5，pH 4.5，pH 3.5，pH 3.0，pH 2.6，pH 2.5それぞれで










を YPD液体培地で解析したところ，温度 35℃，pH 3.0で世代時間 1.1 hrと非常に高
い増殖速度を示した。 
 





	 一倍体 NAM11-2C（MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1::Sh ble）株に KFG4-6BD
（MATa/MATα）株の耐酸性・耐熱性・良好な増殖能を掛け合わせで併せ持たせるた
めに，KFG4-6BD 株の子嚢胞子と NAM11-2C 株の栄養細胞をミクロマニプレーター
で接触させ，細胞・胞子接合を行った。G418 を加えた最少培地に生じたコロニーを
移し，30°C，2 日間 静置培養することでヘテロ二倍体を分離した。その二倍体を胞
子形成させ，ウラシル要求性・ゼオシン耐性・G418 耐性の一倍体で接合型 α の
NAM21-2C 株（MATα ho ura3Δ0 dse2::kanMX sed1::Sh ble）を得た。この株を再度
KFG4-6BD株の子嚢胞子と細胞・胞子接合を行った。その 4胞子の 1つが NAM23-8A
株（MATa ho）である。この NAM23-8A株と KFG4-4B（MATα ho Flo+）を掛け合わせ，
二倍体 NAM26 を得た。その二倍体の子嚢胞子クローンが NAM26-14A 株と





(表 1-5)。すなわち，DNA末端に 40 merの相同性しかない供与体 DNAを用いても µg 
DNA当たり約 100個の形質転換体が得られた。一方，実用酵母の親株である KF7株
では，この DNA 濃度では形質転換体は出現しなかった (表 1-5)。このことから，
NAM34-4C株を遺伝的操作に適する株と判断した。 
 



















HXT7 40 G418-r 71±5 
NAM26-15A 
(wild type) 





40 G418-r 53±6 
BY4849 
(wild type) 












HXT7 40 G418-r <0.1 
PJEN1–kanMX–TJEN1 DNA（1.7 kb）は選択マーカーの kanMX遺伝子を含んでいる。その DNA

















図 1-2	 Saccharomyces cerevisiae KF7, KAG5, MIY1, S288C, NAM12, KFG-6BD, NAM35
と NAM34-4C株の乳酸培地での増殖試験。 
8個の菌株を 5 mLの 20 g/L濃度で乳酸を含む最少培地（MSL培地, pH 4.0）に植菌し，温度
35°C で振盪培養した。細胞濃度はバイオフォトレコーダー自記記録計で経時的に測定した。
測定データは独立した 3回の平均値と標準偏差である。記号：○，KF7; ◇, KAG5; △, MIY1; 
□，実験室酵母 S288C; ◆, NAM12，△, KFG4-6BD, ■, NAM35；●，NAM34-4C。 
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1-3-5.	 低 pH，高温条件下での回分発酵 
	 KFG4-6BD株が繰り返し戻し交配で，KF7由来のエタノール発酵能の高さも受け継
いでいるのかどうかを低 pH 高温条件下の回分発酵で調べた。グルコース 150 g/Lを
含む YPD培地（pH 4.0）に初期細胞濃度 Abs660nm=1.0となるように植菌し，37°Cで
発酵試験を行った。発酵開始から 24時間以内に 65 g/Lのエタノールを生産し，エタ
ノール収率は 85％だった。この生産量は KF7が 24時間以内に生産したエタノール量





第 4節	 考察 
 






ヘテロ二倍体を分離できない (15, 18)。ホモタリズムは 1個の HO遺伝子によって支










	 ヘテロタリックな KF7-5C と KF7-4B を種内交配と繰返し戻し交配または繰り返し
株内交配を行うことで，胞子形成と胞子生存率の高い株に改良した (表 1-4)。改良し
た子孫の胞子形成能と 4胞子生存率は，それぞれ親株が 0.1%と 25%に対し，2－3%と











を示した (図 1-2)。酵母細胞内に取り込まれた L−乳酸は，ミトコンドリア内膜にある









第 5節	 要約 
 
	 耐熱性ホモタリズム二倍体 KF7 から掛け合わせに優れたヘテロタリズム一倍体を
子嚢胞子クローンの中から分離した。その 2株 KF7-5Cと KF7-4Bは，それぞれ MATa
と MATα接合型を示した。実験室酵母 BY4848または BY4849と掛け合わせ 4胞子解
析したところ，MATa : MATα，URA3 : ura3，LEU2 : leu2，TRP1 : trp1，HIS3 : his3 が
2+ : 2−分離した。それゆえ，2株はヘテロタリズム株であると結論した。 
	 さらに，種内掛け合わせと繰り返し戻し交配あるいは株内繰り返し掛け合わせを行
い，胞子形成率と胞子生存率を改善した。KF7-5C 株と実験室酵母 SH6710 を掛け合
わせて二倍体を作製し，子嚢胞子クローン NAM2-2Bを選んだ。掛け合わせ能に優れ，
かつ KF7の遺伝背景に近づけるために，繰り返し戻し交配で NAM11二倍体を得た。
その胞子形成率と 4 胞子生存率は 16％と 83％であった。一方，KF7-5C 株，KF7-4B
株とその子孫の株内掛け合わせを繰り返し，二倍体 KFG5を得た。その胞子形成率と
4胞子生存率は，それぞれ 2－10％と 90％と良好であった。 
	 NAM12株のYPD培地, pH 5.5での世代時間は，35°Cで 0.85 hrと耐熱性を示し，35°C，
pH 3.5での世代時間は 1時間であり，耐酸性も示すことが分かった。KFG4-6B株から
分離した非凝集性 KFG4-6BD変異体は，温度 35℃，pH 3.0で世代時間 1.1 hrと強い増
殖を示した。この性質を 2 回の細胞・胞子接合で NAM11-2C 株に取り込んだ。その
誘導体 NAM26-15Aは，YPD培地，pH 2.5，35°Cで世代時間 1.6 hrを示した。また，
NAM34-4C株は実験室酵母 BY4849よりも高い形質転換効率を示した。 
	 KFG4-6BDの回分発酵を，グルコース 150 g/Lを含む YPD培地，pH 4.0，温度 37°C，
初発細胞濃度 Abs660nm=1.0で行った。発酵開始から 24時間以内に 65 g/Lのエタノー
ルを生産し，エタノール収率は 85％だった。これは親株の KF7が，24時間以内に生
産したエタノール量（50 g/L）よりも 1.3倍高かった。このように，低い pHと高温で
の強い発酵性を認めた。 
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第 2章	 高効率キシロース資化を導く 
Saccharomyces cerevisiae HEX突然変異体の分離とその解析 
 
 







率は約 2 : 1である (30−34)。S. cerevisiaeはキシロースを単一炭素源として効率的に
利用することができず，全てのキシロース代謝経路を持っているにも関わらずキシロ
ースからエタノールへと発酵することができない (35)。S. cerevisiae は促進拡散によ
りキシロースを取り込む (35, 36)。キシロースの促進拡散は HXT 遺伝子群によりコ





グルコースに比べて取り込み効率が顕著に悪い (42)。また，S. cerevisiae はキシロー
スを単一炭素源とした時，HXT5 と HXT7 のみ発現していることから，これらの 2 つ
の Hxtタンパク質はキシロース輸送に特に重要だと考えられている (43)。 
	 酵母細胞内で，キシロースは酸化還元反応と異性化反応の 2段階でキシルロースに






























	 S. cerevisiae を馴養培養してキシロース発酵に適するように改変する方法が用いら
れ，成果をあげている。これらの方法は，キシロース代謝経路におけるボトルネック
を見つける方法でもある。これまでに組換え型 S. cerevisiaeと野生型 S. cerevisiaeを用

















型 ho の記載は，第 2 章では省略した。酵母 NAM34-4C は，第 1 章で示したように，
耐熱・耐酸性で乳酸を資化できる酵母であり親株として用いた。NAM201 株と
NAM203株は，それぞれ表 2-1で示した 1と 2のアンプリコンDNAによるNAM34-4C
のG418耐性転換体でありUra−とLeu−を示す。NAM34-4CG2株は一倍体株で，NAM201
と NAM203 との接合体から生じた子嚢胞子クローンである。NAM300 株は，表 2-1
で示したアンプリコン 3の DNAによる NAM34-4CG2株の G418耐性転換体で二倍体
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細胞である。SCA1 株と SCA2 株は，NAM300 株から得た一倍体で，それぞれ MATa
と MATαを示す。SCA3株は，SCA1株から kanMX領域を除去した株である。この株
は (i) pZeoプラスミドを用いた SCA1株の形質転換，(ii) Creタンパク質を発現させる
ことによる kanMX領域の除去，(iii) pZeoプラスミドの除去等の一連の遺伝子操作に
より構築した。pTEF1/Zeoは 3.6 kbのベクターで大腸菌と酵母の両方にゼオシン耐性
を与える。DNA の構造は，PTEF−EM7−Sh ble−TCYC1−multi-cloning site−bla−oripUC− 
multi-cloning siteである。このプラスミドは EM7プロモーターにより大腸菌にゼオシ
ン耐性（Zeo-r）を与える。pSH47は 6.8 kbのベクターで DNAの構造は，CEN/ARSH4− 
URA3−TCYC1−CRE−PGAL1−blaである (57)。pS-LTKTL- MATaは，S. cerevisiaeの接合型
を変換するために用いた。SCB38株は SCB14株の kanMX遺伝子を URA3遺伝子と置
き換えることによって作製した URA+株である。本研究で用いたプライマ （ーGenenet, 
Fukuoka, Japan）は Primer3（第 1章 第 2節）によってデザインし，表 2-2に記した。
S. cerevisiae遺伝子の塩基配列は Saccharomyces Genome Database（第 1章 第 2節）の
情報もしくは NAM34-4C株のドラフト塩基配列（未発表）に基づいた。 
 
表 2-1	 本研究で使用した菌株及びプラスミド 




NAM34-4C MATα 第 1章 
NAM201 MATα ura3Δ::kanMX 




NAM203 MATα leu2Δ::kanMX 




NAM34-4CG2 MATα  Haploid (NAM201 ×NAM203)b  
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表 2-1	 続き 
NAM300 MATα/MATa pho87Δ::kanMX 
Tfm (NAM34-4CG2: pho87::kanMX 
DNA, G418-r)． 
SCA1 MATa pho87Δ::kanMX 
NAM300二倍体からの子嚢胞子クロー
ンのひとつ 
SCA2 MATα  
NAM300二倍体からの子嚢胞子クロー
ンのひとつ 
SCA3 MATa pho87Δ SCA1の kanMX 領域を欠失 
S288C 




MATα ho dse2::kanMX sed1::Sh ble 
his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 
第 1章 
SH6703 MATa sed1:: Sh ble eaf3::HIS3 YGRSc 
KF7 MATa/MATα HO/HO FLO+ 第 1章 
SCB4 MATa pho87Δ ura3Δ::XM2 d Tfm (SCA3: XMd DNA, G418-r) 
SCB5 MATa pho87Δ ura3Δ::XM3 e Tfm (SCA3: XM DNA, G418-r) 
SCB6 MATa pho87Δ ura3Δ::XM7 d Tfm (SCA3: XM DNA, G418-r) 
SCB7 MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 d Tfm (SCA3: XM DNA, G418-r) 
SCB11-6B MATα ura3Δ::XM8  Haploid (SCA2 × SCB7) 
SCB11-8A MATα ura3Δ::XM8  Haploid (SCA2 × SCB7) 
SCB11-8C MATα ura3Δ::XM8 Haploid (SCA2 × SCB7) 
SCB101 MATα/ MATa pho87Δ Diploid (SCA2 × SCA3)f 
SCB101-7C MATα Haploid (SCA2 × SCA3) 
SCB101-2B MATa pho87Δ Haploid (SCA2 × SCA3) 
SCB102 MATα/ MATa pho87Δ Diploid (SCB101-7C × SCB101-2B) 
SCB102-3D MATa pho87Δ Haploid (SCB101-7C × SCB101-2B) 
SCB103 MATα ura3Δ::XM8/ MATa pho87Δ Diploid (SCB11-8C × SCB102-3D) 
SCB103-5B MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 Haploid (SCB11-8C × SCB102-3D) 
SCB103-10D MATα ura3Δ::XM8 Haploid (SCB11-8C × SCB102-3D) 
SCB13 MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 hex31-5 SCB7株から分離した自然突然変異体 
SCB14 MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-2 SCB7株から分離した自然突然変異体 
SCB15 MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX22-3 SCB7株から分離した自然突然変異体 
SCB16 MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-9 SCB7株から分離した自然突然変異体 
KF7M 
MATa / MATα HO / HO trp1 / 
trp1::PTEF-ERG25 PTDH3 / 
PTDH3::PTDH3-BGL1-TRP1 ura3 / 
ura3::URA3-PTDH3-XYL1-TTDH3-PTDH3-
XYL2-TTDH3-PTDH3-XKS1-TTDH3 
A. Kondo g 
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表 2-1	 続き 
SCB104 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 
hex31-5/MATα ura3Δ::XM8 
Diploid (SCB13 × SCB103-10D) 
SCB104-2B MATα pho87Δura3Δ::XM8 hex31-5 Haploid (SCB13 × SCB103-10D) 
SCB104-7B MATa pho87Δura3Δ::XM8 hex31-5 Haploid (SCB13 × SCB103-10D) 
SCB104-5D MATα pho87Δ ura3Δ::XM8 hex31-5 Haploid (SCB13 × SCB103-10D) 
SCB105 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 
HEX12-2/MATα ura3Δ::XM8 
Diploid (SCB14 × SCB103-10D) 
SCB105-3B MATa ura3Δ::XM8 HEX12-2 Haploid (SCB14 × SCB103-10D) 
SCB105-3A MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 Haploid (SCB14 × SCB103-10D) 
SCB105-7A MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 Haploid (SCB14 × SCB103-10D) 
SCB106 
MATa pho87Δ ura3::XM8 
HEX22-3/MATα ura3Δ::XM8 
Diploid (SCB15 × SCB103-10D) 
SCB106-8D MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX22-3 Haploid (SCB15 × SCB103-10D) 
SCB106-1D MATα ura3Δ::XM8 HEX22-3 Haploid (SCB15 × SCB103-10D) 
SCB107 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-9 / 
MATα ura3Δ::XM8 
Diploid (SCB16 × SCB103-10D) 
SCB107-5C MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-9 Haploid (SCB16 × SCB103-10D) 
SCB107-8D MATα ura3Δ::XM8 HEX12-9 Haploid (SCB16 × SCB103-10D) 
SCB108 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 hex31-5 / 
MATα ura3::XM8 hex31-5 
Diploid (SCB104-7B × SCB104-5D) 
SCB109 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-2 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 
Diploid (SCB105-3B × SCB105-3A) 
SCB110 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX22-3 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX22-3 
Diploid (SCB106-8D × SCB106-1D) 
SCB111 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-9 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX12-9 
Diploid (SCB107-5C × SCB107-8D) 
SCB112 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 / MATα 
ura3Δ::XM8  
Diploid (SCB103-5B × SCB103-10D) 
SCB113 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX12-9 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 
Diploid (SCB107-8D × SCB105-3A) 
SCB114 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 HEX22-3 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 
Diploid (SCB106-8D × SCB105-3A) 
SCB115 
MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 hex31-5 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 
Diploid (SCB104-7B × SCB105-3A) 
SCB116 
MATa pho87Δ ura3::XM8 hex31-5 / 
MATα ura3Δ::XM8 HEX22-3 
Diploid (SCB104-7B × SCB106-1D) 
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表 2-1	 続き 
MYA-3666TM 
MATa ura3-Δ1 ade2-101 his3Δ200 
trpΔ1 lys2 met14 
ATCCh 
SCB38 MATa pho87Δ URA3::XM1 i HEX12-2 
Tfm (SCB14: URA+ DNA, URA+, 
G418-s) 
SCC2-11B MATa pho87Δ URA3::XM1 Haploid (SCB38 × SCB103-10D) 
SCB44 MATa pho87Δ URA3::XM1
 
PTAL1Δ::kanMX-PTDH3-TAL1 
Tfm (SCC2-11B: kanMX DNA, G418-r) 
SCB45 
MATa pho87Δ URA3::XM1 
pho13Δ::kanMX 
Tfm (SCC2-11B: kanMX DNA, G418-r) 
SCB47 
MATa pho87Δ URA3::XM1 
PTAL1Δ::kanMX-PTDH3-TAL1/ MATα 
pho87Δura3Δ::XM8 HEX12-2 
Diploid (SCB44 × SCB105-7A) 
SCB48 
MATa pho87Δ URA3::XM1 
PTAL1Δ::kanMX-PTDH3-TAL1/ MATα 
pho87Δura3Δ::XM8 HEX12-3 
Diploid (SCB44 × SCB106-1D) 
SCB49 
MATa pho87Δ URA3::XM1  
pho13Δ::kanMX/ MATα 
pho87Δura3Δ::XM8 hex31-5 
Diploid (SCB45 × SCB104-2B) 
SCB52 
MATa ura3Δ1::kanMX ade2-101 
his3Δ200 trpΔ1 lys2 met14 
Tfm (MYA-3666TM: kanMX DNA, 
G418-r) 
SCC101 MATa pho87Δ URA3::XM1 
HEX1−22(CDC19−22)::kanMX 
Tfm (SCB38: kanMX DNA, G418-r). 
The kanMX DNA region of 
pBlu-LTKTL-TDH3 was amplified 
using primers F-CDC19-kanT300 and 
R-CDC19-kanT300. 
SCB1021 MATa pho87Δ URA3::XM1 HEX2−23 Tfm (SCB15: URA3 DNA, URA+, 
G418-s). The URA3 DNA region of 
pURA3 was amplified using primers 
F-URA3-STR and 
R-URA3-DWN300(GAPDH). 
SCC102 MATa pho87Δ URA3::XM1 
HEX1−29(CDC19−29)::kanMX 
Tfm (SCB1031: kanMX DNA, G418-r). 
The kanMX DNA region of 
pBlu-LTKTL-TDH3 was amplified 





表 2-1	 続き 
SCB1031 MATa pho87Δ URA3::XM1 
HEX1−29 
Tfm (SCB16: URA3 DNA, URA+, G418-s). 
The URA3 DNA region of pURA3 was 
amplified using primers F-URA3-STR and 
R-URA3-DWN300(GAPDH). 
SCC104 MATa pho87Δ URA3::XM1 PGRR1 Tfm (SCC12: ADE+ and PGRR1−23 DNA, 
Ade+ PGRR1−23). The ADE+ DNA region of 
pADE1 was amplified using primers 
F-ADE1-UP1k and R-ADE1-DWN1k. The 
PGRR1−23 DNA region of pGRR1 was 
amplified using primers F-GRR1-up1k and 
R-GRR1-in647. 
SCC105 MATa pho87Δ URA3::XM1 
CDC19−22::kanMX 
Tfm (SCC2-11B: kanMX−CDC29−22 
DNA, G418-r). The kanMX−CDC19−22 
DNA region of chromosomal DNA of the 
SCC101 was amplified using primers 
F-CDC19-in314 and R-CDC19-down810. 
SCC106 MATa pho87Δ URA3::XM1 
CDC19−29::kanMX 
Tfm (SCC2-11B: kanMX−CDC19−29 
DNA, G418－r). The kanMX−CDC19−29 
DNA region of chromosomal DNA of the 
SCC102 was amplified using primers 
F-CDC19-in314 and R-CDC19-down810.  
SCC12 
MATa pho87Δ ade1Δ::Ty-kanMX 
URA3::XM1 
Tfm (SCC2-11B: Ty-kanMX DNA, G418-r) 
SCC24 MATa pho87Δ URA3::XM1 GRR1 






F − mcrA Δ(mrr − hsdRMS mcrBC) 
Φ80 lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
endA1 araD139 Δ(ara leu)7697 galU 
galK λ− rpsL nupG) 





















pXR PTDH3−XYL1−TTDH3  本研究で構築 
pXDH PTDH3−XYL2−TTDH3 本研究で構築 






CEN6 / ARSH4 URA3 PGAL1 CRE TERCYC1 bla 
oripUC 
6.8 kb, 28 
pTEF1/Zeo PTEF1 EM7 ZEOCIN TERCYC1 bla oripUC Life technologies 
pZeo 
CEN6 / ARSH4 URA3 PGAL1 CRE TERCYC1 bla 
oripUC PTEF1 EM7 ZEOCIN TERCYC1 
本研究で構築 
pTy-kan ura3’-Ty- loxP-PTEF-kanMX-TTEF-loxP –’ura3 本研究で構築 
pADE1 ADE1 (NAM34-4C) 本研究で構築 
pGRR1 HEX22-3 本研究で構築 
amplicon 1 ura3’−loxP−PTEF−kanMX−TTEF−loxP−’ura3 本研究で構築 













a Tfm, transformation; Tfm (NAM34-4C: kanMX DNA, G418-r) は kanMX DNAを用いた
NAM34-4Cの G418形質転換体を示す。kanMX DNAのフランキング領域に置き換える DNA
領域の相同領域を 40 bp持つ。 
b Haploid (NAM201 × NAM203)は NAM201と NAM203との掛け合わせで得た 4胞子の内の 1
つを示す。 







f Diploid (SCA2 × SCA3)は SCA2と SCA3との掛け合わせで得た二倍体を示す。  
g神戸大学大学院 工学研究科 応用化学専攻 生物化学工学研究室 
hATCC, American Type Culture Collection 
i XM1は PTDH3–XYL1–TTDH3–PTDH3–XYL2–TTDH3–PTDH3–XKS1–TTDH3の遺伝子構造をもつ DNA断片
である。	 
 
表 2-2	 PCR増幅に用いたオリゴヌクレオチドプライマー 
Number Name Primer sequence (5’ to 3’) 
1 F-ZeoPTEF1(ApaI) tttgggccccccacacaccatagctt 
2 R-Zeocyc1TT(KpnI) tttggtaccagcttgcaaattaaagcctt 
3 F-MAT-UP1.5k(ApaI) tttgggcccgagaaagtgtgagaatctcatttc 





6 R-LTKTL(ApaI) tttgggcccaggccactagtggatct 
7 F-GAPDHp(ApaI) tttgggcccaccagttctcacacggaa (18) 
8  R-XDH3 acttgaagtacttacataaggtac 
9 F-XR3 aacacttctccattgttcgag 
10  R-XK3 tggttctaattgtgcaattttcag 





14 R-LTKTL(Apa1) tttgggcccaggccactagtggatct 
15 F-URA3-STR atgtcgaaagctacatataagg 
16 R-URA3-STR ttagttttgctggccgcatc 
17 M13 Rev caggaaacagctatgacc 
18 −21 M13 tgtaaaacgacggccagtg 
19 TDH3-F3 tttgaattcactttgaccctattttcgagg 
20 TDH3-R2 tttctgcagtttgtttgtttatgtgtgttattcgaa 
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表 2-2	 続き 
21 R-URA3-DWN300(GAPDH) gaatttgtgtccattagtggtgttccgtgtgagaactggttccttcatttgcttttgttcca 
22 F-LTKTL(pho13) cttatagcttgccctgacaaagaatatacaactcgggaaaccgccagctgaagctt 
23 R-LTKTL(pho13) ttcaaaaagtaattctaccccaagattttgcattgctcctaggccactagtggatct 
24 F-LTKTL(UP600) tcatccgacatacatctgtacactaggaagccctgtttttggccgccagctgaagcttcg 
25 R-TDH3P(StartTAL1) tgttagcaaccttttgtttcttttgagctggttcagacattttgtttgtttatgtgtgtttattcga 
26 F-LTKTL(Ty)3 tcccaacaattatctcaacattcacatatttctcagtaccccgccagctgaagctt 
27 R-LTKTL(Ty)3 tgggacctaatgcttcaactaactccagtaattccttggtaggccactagtggatct 
28 F-URA3-STR(NotI) tttgcggccgcatgtcgaaagctacatataagg 
29 R-URA3-STR(NotI) tttgcggccgcttagttttgctggccgcatc 
30 F-GRR1-up2.5k(NOT1) tttgcggccgctgctggttttagcaatgttct 
31 R-GRR1-down980b(NOT1) tttgcggccgctactggaagatgtgtctgtg 
32 F-GRR1-up1k-P agcaatgccattattagaagatg 
33 R-GRR1-in647-P ccatgttttctgtctctagc 
34 F-ADE1-UP2k(ApaI) tttgggccctcaaccggttcagacttttc 
35 R-ADE1-DWN2k(ApaI) tttgggcccaaaagatgagcgtagtaatttgc 
36 F-ADE1-UP1k tgtagccttctttccaaattgt 
37 R-ADE1-DWN1k ttattgactgcgctctataaatg 
38 F-Ty(ADE1) cattgcttacaaagaatacacatacgaaatattaacgataatgttcgtacctgttggaata 
39 R-LTKTL(ADE1) gaggagttacactggcgacttgtagtatatgtaaatcacgaggccactagtggatct 
プライマー1−7，12−14，19と 20，28-31，34と 35は斜体で示した 6塩基の制限酵素認識部位
を持つ。また，太字で示した酵素処理改善のための 3つの付加塩基も持つ。プライマー5，12，
13，21-27，38，39は下線で示した 40 bpの相同領域を持つ。 
 
2-2-2.	 培地 
	 YPD 培地，LB 培地，MSD 培地，M9 培地は，第 1 章 第 2 節で示したものを用い
た。回分発酵試験に用いた YPX3培地は，YPD培地と同じ組成で 20 g/Lグルコース
の代わりに 30 g/Lキシロースを用いた。組換え酵素 Creの誘導に用いた YPGal培地
は，YPD培地と同じ組成で 20 g/Lグルコースの代わりに 20 g/Lガラクトースを用い
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た。pZeoを構築するのに用いた LLB培地は，バクトトリプトン 10 g，バクト酵母エ
キス 5 g，NaCl 5 gを蒸留水 1 L当たりに含み pH 7.5に調整した。固形培地には寒天
15gを加えた。抗生物質は必要に応じて，ゼオシン（Zeo）を最終濃度 25 mg/Lとなる
ように加えた。キシロース資化性の確認に用いたMSX培地またはMSX3培地は，MSD
培地と同じ組成で，20 g/Lグルコースの代わりに 20 g/Lキシロースまたは 30 g/Lキシ
ロースをそれぞれ用いた。胞子形成条件の検討に用いた培地は，SpoKII，SpoNa，
1/2SpoNA，SpoNaII培地であり，SpoKII培地は，酢酸カリウム 10g，バクト酵母エキ
ス 1g，グルコース 0.5g，寒天 20g を蒸留水 1L 当りに含み，SpoNa 培地は，酢酸ナ
トリウム 10g，寒天 20gを蒸留水 1L当りに含み，1/2SpoNa培地は，酢酸ナトリウム 
5g，寒天 20g を蒸留水 1L 当りに含み，SpoNaII 培地は，酢酸ナトリウム 10g，バク
ト酵母エキス 1g，グルコース 0.5g，寒天 20g を蒸留水 1L 当りに含み，pH5.5 に調
整した。 
 
2-2-3.	 形質転換，酵母染色体 DNAの調製および酵母遺伝学で用いる標準方法 
	 形質転換，染色体 DNAの調製および酵母遺伝学で用いる標準方法は，第 1章の第
2節で示した方法を用いた。 
 
2-2-4.	 大腸菌からのプラスミド調製および High Pure Plasmid Isolation Kitを用いた大
腸菌からのプラスミド DNA抽出 
	 プラスミド調製，High Pure Plasmid Isolation Kitを用いたプラスミド DNA抽出は，




	 制限酵素処理，アガロースゲル電気泳動およびエリューションによる DNA 断片の
回収は，第 1章の第 2節で示した方法で行った。 
 41 
 
2-2-6.	 PCR法による DNA断片の増幅，コロニーからの直接 PCR法および塩基配列
決定 




	 ガラクトース誘導すると Cre タンパク質を発現するゼオシン耐性プラスミド pZeo
を pSH47から構築した。pTEF1/Zeo鋳型 DNAと 1対のプライマー F-ZeoPTEF1(Apa1)
と R-Zeocyc1TT(Kpn1)（表 2-2）を用いて PCRを行い，1.2 kbの PTEF−EM7−Sh ble−TCYC1 
領域を増幅した。制限酵素 ApaI と KpnI で切断した DNA 断片を，pSH47 の ApaI と
KpnI領域の間に組み入れ pZeoを構築する実験デザインであったが，構築したプラス
ミドの遺伝子構造は，1.2 kb の ApaI−KpnI 領域との置き換えではなく，1.2 kb の
PTEF−EM7−Sh ble−TCYC1と pSH47の ApaI−KpnIが pSH47に挿入された構造であった。
ただし，本章で示すが Creタンパク質による kanMX除去は正常に行うことができた。 
	 プラスミド pKX1X2XKS はキシロース資化遺伝子（XYL1, XYL2, XKS1）と kanMX
マーカーを持つプラスミドであり，次のようにして構築した (図 2-1)。最初に，KF7M
株の染色体 DNAと 1対のプライマーである F-GAPDHp(ApaI)と R-XDH3（表 2-2）を
用いて PCRを行い，PTDH3−XYL1−TTDH3領域を増幅した。この増幅断片を ApaIと XhoI
で切断し，pBluescript II KS+にクローン化し pXRを構築した。2番目に，KF7M株の
染色体 DNAと 1対のプライマーである F-XR3と R-XK3（表 2-2）を用いて PCRを行
い，PTDH3−XYL2−TTDH3領域を増幅した。この増幅断片を XhoI と Eco52I で切断し，
pBluescript II KS+にクローン化し pXDHを構築した。3番目に，KF7M株の染色体と 1
対のプライマーである F-XDH3 と R-GAPDHt(URA+SacII)（表 2-2）を用いて PCR を
行い，PTDH3−XKS1−TTDH3領域を増幅した。この増幅断片を Eco52Iと SacIIで切断し，
pBluescript II KS+にクローン化し pXKを構築した。この pXKを制限酵素 Eco52Iで切
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断し，この間に loxP−PTEF−kanMX−TTEF−loxP 配列と XYL1 領域，XYL2 領域を組み込
んだ。すなわち (i) pBlu-LTKTL-TDH3 の kanMX 領域を 1 対のプライマーである
F-LTKTL(URA+ApaI)と R-LTKTL(Apa1)（表 2-2）を用いて増幅し，ApaIで処理した。
(ii) pXRの XYL1領域を 1対のプライマーである M13Revと−21M13（表 2-2）を用い
て増幅し，ApaIと XhoIで処理した。(iii) pXDHの XYL2領域を 1対のプライマーであ
るM13Revと−21M13（表 2-2）を用いて増幅し，XhoIと Eco52Iで処理した。(iv) pXK
を ApaI と Eco52I で処理し， (i)－ (iii)で作成した DNA 断片を連結することで
pKX1X2XKSを構築した。 
	 プラスミド pTy-kan は野生型株である Hex− 株に二重転換能を持たせるために用い
た。pBlu-LTKTL-TDH3 と 1 対のプライマーである F-LTKTL(Ty)3 と R-LTKTL(Ty)3
（表 2-2）を用いて PCRを行い，loxP−PTEF−kanMX−TTEF−loxP断片を作成した。この
DNA 断片を MYA-3666 株の ura3 領域に挿入し SCB52 を作成した。この時の遺伝子
構造は ura3’-Ty-kanMX-’ura3である。次に SCB52株の染色体と 1対のプライマーであ
る F-URA3-STR(NotI)と R-URA3-STR(NotI)（表 2-2）を用いて増幅した。この増幅断
片を NotIで切断し，pBluescript II KS+にクローン化することで pTy-kanを構築した。 
	 プラスミド pADE1と pGRR1は，二重形質転換に用いる増幅 DNA断片の鋳型 DNA
として用いた。pADE1 は NAM34-4C 株の染色体 DNA と 1 対のプライマーである
F-ADE1-UP2k(ApaI)と R-ADE1-DWN2k(ApaI)（表 2-2）用いて PCR を行い，
PADE1−ADE1−TADE1 領域を増幅した。この増幅断片を ApaIで切断し，pBluescript II KS+
にクローン化し pADE1を構築した。pGRR1は HEX22-3株の染色体 DNAと 1対のプラ
イマーである F-GRR1-up2.5k(NOT1)と R-GRR1-down980b(NOT1)（表 2-2）用いて PCR





図 2-1	 pKX1X2XKSプラスミドの構築 
S. cerevisiae KF7Mと pBlu-LTKTL-TDH3は，XYL1, XYL2と XKS1，および kanMX領域
を増幅するための鋳型 DNA源として用いた。 
 
2-2-8.	 キシロース資化遺伝子 XYL1，XYL2，XKS1を持つ S. cerevisiaeの構築 
	 pKX1X2XKS の kanMX 領域から XKS1 領域までを 1 対のプライマーである
F-LTKTL(URA+ApaI)と R-GAPDHt(URA+SacII)（表 2-2）を用いて増幅した。その後，
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 細胞増殖の解析は，第 1章の第 2節で示した方法で行った。 
 
2-2-10.	 cre発現による kanMXマーカーの除去 
	 kanMX 選択マーカーで遺伝子操作した株から kanMX を取り除く方法は，Guldener
の方法に従った (57)。loxP−kanMX–loxP 領域を含む株に，cre 発現プラスミド pZeo
を形質転換法で移し，ゼオシン耐性転換体を得た。次に，5mL のゼオシンを加えた
YPDAU培地に被試験菌を 1白金線植菌し，30°Cで約 16時間振盪培養した。この培
養液の Abs600nmを測定し，濁度が 1以上になっていれば培養液 4 mLを 3500 × g, 1分
間遠心分離した。上澄みを捨て，ボルテクスミキサーで混ぜ，4 mL の滅菌水に懸濁
した。この操作を 2回繰り返し，細胞を洗浄した。菌体を 1 mLの滅菌水に懸濁し，
100 µLを 5 mLの YPGalAU培地に植菌し，30°Cで 1時間培養した。培養液 4 mLを





	 プラスミドを除去するために，G418感受性でゼオシン耐性株を 5 mLの YPADAU 
培地に 1 白金線植菌し，30℃で約 16 時間振盪培養した。培養液を適当に希釈して，
YPDAU 培地に塗抹し，30℃で 1 日静置培養した。生じたコロニーを YPDAU，ゼオ




	 SCB7株を 10 mLの YPD培地で 30°C，24時間，振盪培養し，細胞を 2400 × g, 4°C, 
1 分間の遠心分離で集め，滅菌水に懸濁した。細胞懸濁液を初期濃度 Abs660nm=0.014
となるようにウラシルを含む 5 mL MSX培地（5-mLの L字試験管）に植菌し，バイ
オフォトレコーダーにより増殖を解析した。濁度が急激に増加した時，懸濁液をMSX
固形培地に塗抹し，30°C で 2－3 日間培養した。大きなコロニーを選び，YPD 培地に
移した。必要に応じて，ミクロマニプレータ （ーSinger MSM systems series 400, Minerva 





	 YPD固形培地で 30°C，一晩培養した被試験菌を 50 mLの YPD培地（pH4.0）に植
菌し，30°C，24時間振盪培養した（120 rpm）。その後，細胞懸濁液を 50 mLの YPX3
培地に初期濃度 Abs660nm=1.0となるように植菌し，35°C，48時間振盪培養した。発酵





水素電極，二次元検出システムを備えた 4 チャンネルバイオセンサーBF7M（Oji 
Scientific Instruments, Hyogo, Japan）を使用して測定した。酵素は，グルコースにはグ
ルコースオキシダーゼ（E. C. 1. 1. 3. 4），キシロースにはピラノースオキシダーゼ（E. 
C. 1. 1. 3. 10），エタノールにはアルコールオキシダーゼ（E. C. 1. 1. 3. 13）を用いた。
反応の際に生じる過酸化水素をプラチナ電極で電気分解し，生じる電圧の変化を検出




	 酵母の二重形質転換は基本的には第 1章の第 2節で示した方法を用いた。形質転換




触させるまで 10分毎によく攪拌した。その詳細なプロトコルを図 2-2に示した。 
 
 
図 2-2	 二重形質転換プロトコル 
 
2-2-15.	 次世代シーケンサー解析 




第 3節	 結果 
 
2-3-1.	  S. cerevisiae NAM34-4C株の同質系統株の構築 
	 突然変異解析では，二倍体を用いた優性劣性試験や 4胞子解析による突然変異遺伝
子数の決定などを行うが，遺伝背景が同じ株の掛け合わせでないと表現型と遺伝子型









こで，胞子形成培地の条件検討を次の 4個の胞子形成培地で行った (表 2-3)。 
 
表 2-3	 NAM34-4Cから得た isogenic二倍体の胞子形成化 
分離株 胞子形成 
SpoKII SpoNa 1/2SpoNa SpoNaII 
1-1 ○ × × × 
1-2 × × × × 
6-1 ○ × × × 
6-2 × × × × 
8-1 × × × × 




胞子形成培地においてのみ 1-1と 6-1の 2株で子嚢胞子の形成を観察した（表 2-3）。 
しかしながら，4胞子の形成は観察できず，ほとんどが 2胞子か 3胞子であった。 
	 上記で得られた 2胞子または 3胞子のウラシル要求性，ロイシン要求性，接合型を
解析した（表 2-4）。その結果，ロイシン要求性，ウラシル要求性，ロイシンとウラシ 
 
表 2-4	 同質系統二倍体の 4胞子解析 
クラス 1   子嚢番号   クラス 2   子嚢番号   クラス 3   子嚢番号 
















6-2           
－ + R  1 0  + － R  
2 1 
 － + R  
1 1 + + S  1 0  － + R    － － R  
+ － R  1 0  + + S  
1 0 
 + － R   
－ － R  1 0  + － R    － + R  
1 1        + + R  
0 1 
 + － R  
       － + R    + － R   
       + + S  
0 1 
 + + S  
1 0        － － R    － － R  
       － － R  
0 2 
 － － R   
       － － R    + + S  
3 1        + + R  
0 1 
 + + S  
       + + R    － － R   
              － + R  
1 3               + － R  
              － + R   
              + + S  
1 0               － + R  
              － － R   
              － + R  
0 1               + + S  
              + － R   
              + － R  
0 1               － － R  




が悪いこと，接合型 a に変換するカセット遺伝子 HMRに欠損があると推測した。接
合型 α 株の中で，接合能と胞子形成能に優れた株として NAM34-4CG2 株を選び，こ




図 2-3	 S. cerevisiae NAM300の構築図 
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最初に，S. cerevisiae SH6703（MATa sed1::Sh ble eaf3::HIS3）株の DNAを鋳型に，一
対のプライマー F-MAT-UP1.5k(ApaI)と R-MAT- DWN300(BamHI)で 4.3 kb の
ApaI−pho87’−BUD5−MATa−’taf2−BamHI領域を増幅した。制限酵素 ApaIと BamHIで




限酵素 ApaIで切断後に，pS-MATaプラスミドの ApaI部位に挿入し，E. coli DH10B
株のカナマイシン耐性株として組換えプラスミドを回収した。このプラスミドを
pS-LTKTL-MATaと名付けた。このプラスミドを KpnIと BamHIで切断し，電気透析





株の 4胞子を解析した結果，16子嚢の内，15子嚢が 4胞子とも生存し，生存率は 94％
であった（表 2-5）。4胞子は MATa : MATαと G418-r : G418-sに関して 2+ : 2−に分離
した。従って，規則正しいメンデル分離を認めた。この中で接合能，胞子形成能に優
れた NAM300-10B（MATa）株と NAM300-1C（MATα）株をそれぞれ SCA1（MATa pho87





株が持つ kanMX領域を取り除いた。すなわち，ガラクトース誘導で Creタンパク質 
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表 2-5	 NAM300株の表現型 
子嚢番号	 
子嚢胞子 
A B C D 
1  diploid, G  a, H, G  α, H  α, H  
2  a, H, G  α, H  α, H  a, H, G  
3  a, H, G  a, H, G  α, H  α, H  
4  a, H, G  α, H  α, H  a, H, G  
5  a, H, G  α, H  α, H  a, H, G  
6  a, H, G  α, H  a, H, G  α, H  
7  α, H  α, H  a, H, G  a, H, G  
8  α, H  α, H  a, H, G  a, H, G  
9  α, H  a, H, G  a, H, G  α, H  
10  α, H  a, H, G  α, H  a, H, G  
11  α, H  a, H, G  a, H, G  α, H 
12  a, H, G  α, H  a, H, G  α, H  
13  α, H  α, H  a, H, G  a, H, G  
14  a, H, G  a, H, G  α, H  α, H  
15  a, H, G  α, H  α, H  a, H, G  
	 	 	 	 a, α : 接合型，H : 一倍体，G : G418-r 
 
を発現する pZeoプラスミドを SCA1株に形質転換法で移し，誘導処理で kanMXを取 
り除いた G418感受性株を分離した。続いてゼオシンを含まない YPD培地 pH5.5 温
度 35℃で一晩振盪培養することにより，プラスミドを除去した。このようにして，




2-3-2.	 キシロースを資化できる組換え S. cerevisiae SCB7株の構築 
	 SCA3株に P. stipitis由来の XYL1と XYL2遺伝子および S. cerevisiaeの XKS1遺伝子
を付与した SCB7株を構築した。すなわち，pKX1X2XKSを鋳型 DNAに用い，表 2-2
に示した 1対のプライマー F-URA3-STRと R-URA3-STRで PCR増幅した。増幅産物
3の DNA（表 2-1）による SCA3株の G418耐性転換体を 8株分離した。ウラシルを
加えたキシロース最少培地（MSXU，pH 5.5）温度 35°Cで，転換体の増殖試験を行っ




図 2-4	 キシロース資化性 S. cerevisiae SCB4, SCB5, SCB6, SCB7と親株 SCA3株のキ
シロース培地での増殖。 
5株を 5 mLのウラシル含有キシロース最少培地（MSXU, pH 5.5）に植菌し，35°Cで
振盪培養した。細胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。データは 3回の実験





かった。最も早い世代時間（Gshort）は SCB7株では 5時間であったが，SCB5株の Gshort
は 10時間であった。キシロースを資化できる SCB4，SCB6，SCB7株の遺伝子構造を
解析したところ，期待通りの loxP–PTEF–kanMX–TTEF–PTDH3–XYL1–TTDH3–PTDH3–XYL2–
TTDH3– PTDH3– XKS1–TTDH3であることを PCR解析と塩基配列解析で確認した。しかし
ながら，SCB5株は XKS1領域が欠失していることが分かった（表 2-6）。これらの結





表 2-6	 pKX1X2XKS プラスミドおよびキシロース資化性株が持つ 3 遺伝子（XYL1, 





	 キシロース資化に必要な 3 遺伝子を持つ株の最少世代時間 Gshortは 5 時間である。
さらにキシロース培地で増殖の早い自然突然変異体を分離し，キシロース代謝向上を






図 2-5	 S. cerevisiae Hex＋突然変異体（SCB13, SCB14, SCB15, SCB16）と親株 SCB7株
のキシロース培地での増殖。 
被試験菌を 5 mLのウラシル含有キシロース最少培地（MSXU, pH 5.5）に植菌し，35°C
で振盪培養した。細胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。データは 3回の実
験の平均値と標準偏差である。記号：○，Hex+1-5株 SCB13; △, Hex+2-2株 SCB14；
□, Hex+2-3株 SCB15; ◇, Hex+2-9株 SCB16；●，Hex−株 SCB7。 
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SCB14株の Gshortは 2.5時間であり，この値は親株である SCB7株の Gshort＝5時間の






(iii) 変異間の連鎖解析。最初に SCB14 株に関して変異数を解析した。Hex＋株である
SCB14 株（MATa pho87Δ ura3Δ::XM8 Hex+）と野生型株である Hex−株 SCB103-10D
（MATα ura3Δ::XM8）とを掛け合わせヘテロな二倍体を作成し胞子形成させた。調べ
た 24子嚢において，全ての胞子は Hex＋ : Hex− が 2+ : 2−に分離した。ウラシルを添
加した MSX培地（pH5.5），35°Cでの典型的な増殖パターンを図 2-6(a)に示す。残り
の Hex＋株（SCB13，SCB15，SCB16）と野生型株の SCB103-10Dとを掛け合わせた結
果も，全て Hex＋ : Hex−が 2+ : 2−に分離した。調べた子嚢の数は SCB13，SCB15，SCB16
においてそれぞれ 30子嚢，24子嚢，30子嚢である。これらの結果は，突然変異体は，
それぞれ 1遺伝子変異によって Hex+の表現型になることを示している。 
	 4個の Hex+表現型を導く突然変異が，野生型対立遺伝子対して優性なのか劣性なの
かを解析するために，4個の Hex+変異体（SCB13，SCB14，SCB15，SCB16）と Hex－
の野生型株 SCB103-10D とを掛け合わせて得た二倍体をウラシル含有 MSX 培地
（pH5.5），35°Cで解析した。Hex+1-5の SCB13株と Hex−の SCB103-10D株とを掛け
合わせて生じた Hex＋1-5/Hex−の二倍体 SCB104 は，Hex−/Hex− 野生型二倍体 SCB112
と同様の増殖を示した (図 2-6 (b))。このことは SCB13株の hex1-5変異は，野生型対立






図 2-6	 S. cerevisiae Hex+突然変異体（SCB13, SCB14, SCB15, SCB16）の遺伝解析。 
被試験菌を 5 mLのウラシル含有キシロース最少培地（MSXU, pH 5.5）に植菌し，35°Cで振
盪培養した。細胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。(a) 4個の Hex+突然変異体の解
析。Hex＋2-2変異体（SCB14）と野生型 Hex−株（SCB103-10D）の掛け合わせで得られた 4胞
子クローンと親株を解析した。記号：○, SCB14; □, SCB103-10D; および 4胞子クローン，
△, SCB105-5A; ▽, SCB105-5B; ▷, SCB105-5C; ◁, SCB105-5D。(b)−(e) hex1-5 (b), HEX2-2 (c), 
HEX2-3 (d) および HEX2-9 (e) の野生型に対する優性劣性試験。記号：○，Hex−/Hex−二倍体
（SCB112）; △, Hex＋/Hex＋二倍体（SCB108，SCB109，SCB110と SCB111）; □, Hex＋/Hex－
ヘテロ二倍体（SCB104，SCB105，SCB106と SCB107）。(f) 連関関係（アレリズム試験）。
HEX2-2変異体 SCB105-3A，HEX2-3変異体 SCB106-8D，野生型株 SCB103-10Dと HEX2-2と
HEX2-3の掛け合わせで得た 4胞子クローン SCB114-5A, -5B, -5C, -5Dを解析した。記号：○，
SCB105-3A; □, SCB106-8D; ◇, SCB103-10D; および 4胞子クローン: △, SCB114-5A; ▽, 




合わせを行った（HEX2-2 × HEX2-9，HEX2-2 × HEX2-3，HEX2-2 × hex1-5，hex1-5 × HEX2-3）。
HEX2-2変異体 SCB105-3A と HEX2-9変異体 SCB107-8D を掛け合わせて生じた二倍体
SCB113 を胞子形成させた。調べた 16 子嚢において，全ての 4 胞子は，Hex+ : Hex−
が 4+ : 0−に分離した。他の掛け合わせ（HEX2-2 × HEX2-3 , SCB114 ; HEX2-2 × hex1-5, 
SCB115 ; hex1-5 × HEX2-3, SCB116）から得た二倍体を胞子形成させた結果，Hex+ : Hex−
が 4+ : 0−，3+ : 1−，2+ : 2−に分離した。調べた子嚢の数は SCB114が 11子嚢，SCB115
が 8子嚢，SCB116が 8子嚢であり，4+ : 0−，3+ : 1−，2+ : 2−の分離比はそれぞれ 2:8:1，
3:4:1，2:4:2であった。ウラシルを添加したMSX培地（pH5.5），35°Cで 3+ : 1−分離
した SCB114の 4胞子の典型的な増殖パターンを図 2-6(f)に示した。 
	 以上のことから，hex1-5，HEX2-2，HEX2-3変異はそれぞれ連鎖しておらず異なる遺伝
子であること，HEX2-2と HEX2-9変異は近傍に位置し，恐らく同じ遺伝子であること示




	 4個の Hex＋変異体 SCB13，SCB14，SCB15，SCB16株とその親株である SCB7株の
回分発酵試験を行い，キシロースからのエタノール生産を解析した。キシロース 30 g/L
を含む YPX培地，pH 4.0に初期細胞濃度 Abs660nm=1.0となるように植菌し，35°Cで
振盪培養した (60 rpm)。全ての Hex＋変異体は培養時間が進むにつれて迅速に増殖し
たが，SCB7 株では培養初期で遅延が見られた (図 2-7(a))。キシロース消費とエタノ
ール生産は，増殖に比例してそれぞれ減少と増加が見られた (図 2-7(b)，2-7(c))。
HEX12-2変異体は，発酵開始から 24時間以内に 4.8 g/Lのエタノールを生産し，SCB7








図 2-7	 S. cerevisiae Hex＋突然変異体（SCB13, SCB14, SCB15と SCB16）および親株
SCB7の回分発酵試験。 
30g/Lキシロースを含む 50 mLの YPX培地 pH 4.0，温度 35°Cで振盪培養し，発酵試
験を行った。(a) 細胞濃度；(b) キシロース濃度 (g/L); (c) エタノール濃度。実験は 3






されている (58)。そのひとつは pho13欠失変異で，もうひとつは TDH3プロモーター
などの支配下に置いた高発現型 TAL1遺伝子である。そこで，3個の HEX突然変異遺
伝子が PHO13や TAL1遺伝子であるかどうかを解析した。pho13欠失変異は Pho13タ
ンパク質を生産しないので，野生型対立アレルに対し劣性になることを利用し，劣性
変異 hex31-5 遺伝子が PHO13 遺伝子かどうかを解析する実験デザインを建てた (図
2-8)。まず，pho13 欠失変異（pho13Δ::kanMX）を作成した。pBlu-LTKTL-TDH3 を鋳
型に一対のプライマー F-LTKTL(pho13)と R-LTKTL(pho13)で kanMX領域を増幅し，
増幅 DNAによる SCC2-11B株（MATa pho87Δ::loxP URA3::XM1）の G418耐性転換体
として pho13欠失株を構築した (図 2-8(a))。次に，SCA系統株でも pho13欠失株が，
Hex+を示すかどうかをキシロース培地で確認したところ，キシロース培地での増殖は，
野生型株の増殖よりも明らかに早く（Gshort=2.5 時間），hex31-5変異体と類似していた 















図 2-8	 hex31-5突然変異遺伝子が，PHO13であることを解析する実験デザイン。 
(a) pho13Δ株の構築，kanMX領域を一対のプライマーで増幅し，酵母染色体内に組み
換えた。；(b) pho13Δは，遺伝子産物を生産しないので，野生型対立アレルに対し劣性




図 2-9	 S. cerevisiae hex31-5突然変異遺伝子は，PHO13遺伝子変異であることを示す遺
伝的解析 
被試験菌を 5 mLのウラシル含有キシロース最少培地（MSXU, pH 5.5）に植菌し，35°C
で振盪培養した。細胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。(a) pho13Δ株のキ
シロース培地での増殖。記号：○, pho13Δ株; △, XM株。(b) pho13Δ/+ 二倍体の優性・
劣性試験と pho13Δ/hex31-5二倍体の相補性試験。記号：○，pho13Δ/hex31-5へテロ二倍






く，Gshortは 2.5時間と HEX12-2や HEX22-3変異体と類似していた (図 2-10)。 
	 そこで，HEX12-2またはHEX2-3とPTDH3-TAL1株と掛け合わせヘテロ二倍体を分離し，
胞子形成後に4分子の中に野生型株が生じるかどうかで変異遺伝子間の連鎖関係を解
析した。HEX2-2 × PTDH3-TAL1と HEX2-3 × PTDH3-TAL1から得た二倍体を胞子形成させた
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ところ，Hex+ : Hex−が 4+ : 0−，3+ : 1−，2+ : 2−に分離した。すなわち，野生型株が出
現したので，HEX12-2およびHEX22-3は TAL1遺伝子とは異なることを認めた。さらに，
二重株の相加的および相乗的効果は見られなかった。調べた子嚢の数は，PTDH3-TAL1/ 
HEX12-2二倍体 SCB47で 20子嚢，PTDH3-TAL1/HEX12-3二倍体 SCB48で 20子嚢であ
り，4+ : 0−，3+ : 1−，2+ : 2−の分離比はそれぞれ 4 : 12 : 4と 5 : 12 : 3であった。 
 
 
図 2-10	 S. cerevisiae PTDH3-TAL1株のキシロース最少培地での増殖。 
被試験菌を 5 mLのウラシル含有キシロース最少培地（MSXU, pH 5.5）に植菌し，35°C
で振盪培養した。細胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。記号：○, 
PTDH3-TAL1株; △, XM株。データは三回の平均値と標準偏差である。 
 
	 実験の過程で HEX1は ADE1遺伝子に連鎖していることが分かった。すなわち，
ade1Δ::Ty-kanMX URA3::XM1株と HEX12-2株との間で 4分子解析を行ったところ，調
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べた 24子嚢で，親型（ade1 : ade 1: HEX1 : HEX1）: テトラ型（ade1 : ade1 HEX1 : 
W.T :HEX1）: 非親型（ade1 HEX 1: ade1 HEX1 : W.T: W.T）が，20 : 4: 0であった。こ
のように，ade1と HEX1の間の組換え頻度が低いことから，HEX1遺伝子は酵母 1番
染色体 ADE1に連鎖していることを認めた。次世代シーケンサー解析の結果（産業総
合研究所との共同研究）から HEX12-2と HEX12-9の候補遺伝子で一番染色体 ADE1に
連鎖した変異は，CDC19のみであり，HEX12-2の有力な候補であると考えられた。そ
こで CDC19が HEX12-2変異かどうかを確かめる実験デザインを建てた(図 2-11)。 
 
 
図 2-11	 HEX12-2が CDC19遺伝子変異であることを解析する実験デザイン 
最初に，CDC19遺伝子近傍の構造を Saccharomycesゲノムデータベース（http:// www. 
yeastgenome.org/）で解析する (図 2-11a)。次に，CDC19のフランキング領域に形質転換法で
kanMXを組み込む。この転換体が Hex+の性質を維持するかどうかを確かめる (図 2-11b)。Hex+





HEX1変異体の CDC19フランキング領域に kanMXを組み込んだ形質転換体は Hex+を
示し，kanMX挿入によるHex+表現型への影響は見られなかった (図 2-12(a)と 2-12(c))。 
 
 
図 2-12	 HEX12-2および HEX12-9変異遺伝子の特定 
被試験菌を 5 mLのキシロース最少培地（MSX, pH 5.5）に植菌し，35°Cで振盪培養した。細
胞濃度をバイオフォトレコーダーで測定した。(a)と(c) HEX1変異体の CDC19フランキング領
域に kanMXを挿入しても Hex+に影響しないことを調べる解析。(a) △，SCB38；○，kanMX
転換体（SCC101）。(c) △，SCB1031；○，kanMX転換体（SCC102）。(b)と(d) kanMX−CDC192-2
または kanMX−CDC192-9 DNAによる野生型 Hex−株 SCC2-11Bの G418耐性 Hex+形質転換体
の解析。(b) △，SCB38；□，野生型 Hex−株 SCC2-11B；○，kanMX−Hex+転換体（SCC105）。





の G418耐性形質転換体を得た。それら転換体 100個中 29個が Hex+を示した (図
2-12(b)と 2-11(d))。また，それら Hex+を示した形質転換体の CDC19遺伝子内には，
期待通り HEX12-2および HEX12-9の変異が確認できた。以上のことから，HEX12-2およ






図 2-13	 二重形質転換による HEX22-3変異の特定方法 





すなわち，ade1 XM株に ADE1+ DNAと変異型 GRR1 DNAを加え，Ade+形質転換体を
得た。次に，この形質転換体を 100個選び，10 g/Lのキシロースを含むMSX最少固
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形培地 pH 5.5に白金線でストリークし，30℃で 2－4日静置培養した。培養した後に






図 2-14	  HEX22-3が GRR1プロモーター変異であることの特定実験 
記号：○，SCC12株 (XM1)；△，SCB1021株 (HEX22-3 XM1)；▽，Ade＋ GRR1二重形質転換





第 4節	 考察 
 







である SCA3（MATa pho87Δ::loxP）と SCA2（MATα）を構築した。また，NAM34-4C
株の全ドラフト塩基配列の情報は，解析済みであるため（非公開），次世代シーケン
サーによる変異解析も容易である。 
	 同質遺伝子系統株を用いて P. stipitisの XYL1，XYL2と S. cerevisiaeの内在性 XKS1
を TDH3 プロモーターで発現する組換え型キシロース資化性酵母 SCB7 を構築した。






化には従来報告されているように XKS1遺伝子の高発現が必要であった (2)。 
	 Hex+自然突然変異体の Gshortは，キシロース最少培地で 2.5時間と非常に早かった。
4 個の変異体は 3 個の連関群 HEX12-2と HEX12-9，HEX22-3，hex31-5に分類された (図
2-5)。3個の変異 HEX12-2，HEX12-9，HEX22-3は，野生型対立遺伝子に対して優性であ










示すと考えられるが，予想通り pho13Δ株は，劣性変異であった (図 2-9)。pho13Δと
hex31-5は，ともに劣性変異であるので，相補性試験を行ったところ，同じ遺伝子変異
であった (図 2-9)。Hex+を示すのに遺伝子産物が必要ではないことを示している。
SCB7株に PTDH3-TAL1遺伝子構造を組換えると実験室酵母は Hex+表現型を示した 
(58)。TAL1高発現の効果もまた実験室・実用酵母で類似していると考えられる。




	 組換え型 S. cerevisiaeとHex＋変異体の回分発酵をキシロース単一炭素源YPX3培地
で解析した。Hex＋変異体では，キシロース濃度の減少と共にエタノール濃度が増加し
た (図 2-7)。組換え型 S. cerevisiae のキシロース消費は，培養の初期段階では緩やか
に起こる特徴があり，その結果，エタノール生産は非常に低い。それゆえ，キシロー
ス消費とエタノール生産は連動すると考えられる。 
	 HEX12-2と HEX12-9は CDC19（PYK1）がコードするピルビン酸キナーゼの変異であ











変異型 Cdc19 S9A, T21A, S22A, S9E, T21E, S22Eによっても影響しない (63)。一方，
フラクトース 1, 6-ビスリン酸によるアロステリックな活性化を受けない CDC19の点
変異（Cdc19 E392A）によっては，環境応答が起きなくなる。HEX1 のミスセンス変










り，Jsn1 の下流にある優性変異 HEX12-3 の機能もまた現時点では不明である
(Saccharomyces Genome Database, http://www.yeastgenome.org/)。解糖系代謝の鍵となる
反応のひとつがピルビン酸キナーゼ反応である (59−61)。キシロース代謝が促進する





第 5節	 要約 
 
	 NAM34-4C 株から同質系統株 SCA2（MATα）と SCA3（MATa pho87Δ::loxP）を構
築した。P. stipitisの XYL1と XYL2および S. cerevisiaeの XKS1遺伝子を SCA株の ura3
領域に組込み，それぞれ TDH3プロモーターで発現するキシロース資化性株を構築し
た。キシロース最少培地での最も早い世代時間 Gshortは，SCB7 株で 5 時間であり，3
遺伝子が発現すれば，染色体上の 1コピーで十分なキシロース資化が起こることを認
めた。SCB7 株から高効率にキシロースを資化する Hex＋変異体を 4 株分離した
（SCB13−SCB16 株）。変異体は互いに似た増殖を示し，SCB14 株の Gshortは 2.5 時間
であった。4個の変異体と野生型 Hex−株とを掛け合わせ 4胞子解析すると，調べた子




いたので優性変異であった。変異間の連鎖関係を解析した。HEX2-2 × HEX2-9 では，
Hex+ : Hex−が 4+ : 0−に分離し，HEX2-2 × HEX2-3，HEX2-2 × hex1-5，hex1-5 × HEX2-3では，
4+ : 0−，3+ : 1−，2+ : 2−に分離したので，HEX2-2と HEX2-9は連鎖し，hex1-5，HEX2-2，
HEX2-3は異なる遺伝子であった。そこで，HEX2-2と HEX2-9変異遺伝子を HEX1，HEX2-3 
変異遺伝子を HEX2，hex1-5変異遺伝子を hex3 と命名した。変異体の回分発酵試験を
YPX3培地で行った。SCB14株は 24時間以内に 4.8 g/Lのエタノールを生産し，SCB7







 第 3章	 高濃度キシロースを効率的に資化できる 
Saccharomyces cerevisiae SXM突然変異体の分離とその解析 
 
 
第 1節	 緒言 
 
	 野性型 S. cerevisiae株に Pichia stipitisの XYL1と XYL2および S. cerevisiaeの XKS1
を TDH3プロモーターで高発現した組換え酵母を作成したが，キシロース最少培地で
の最少の世代時間 Gshortは，約 5時間と遅かった（第 2章）。キシロースを高効率に資




は，グルコースとキシロースが約 2 : 1の割合で含まれ，その濃度は前者が 40 g/Lか
ら 60 g/L であり，後者はその半分の濃度である (65)。このように，組換え酵母で，
キシロース消費速度が遅いことは，グルコース・キシロース共存下でエタノール発酵
を行う上で問題となる (34)。 




















母 SCB7株は，P. stipitis由来の XYL1，XYL2と内在性 XKS1を 1コピーずつ持ち TDH3
プロモーターで発現する酵母である（第 2 章）。SCB14 株はキシロース単一炭素源最
少培地で早い増殖（Gshort = 2.5 hr）を示す HEX12-2変異体であり（第 2章），高濃度キ
シロースを高効率に資化する突然変異を分離するための親株として用いた。本研究で
用いたプライマーは（Genenet, Fukuoka, Japan），Primer3（第 1章）によってデザイン




表 3-1	 本研究で使用した菌株及びプラスミド 




NAM34-4C MATα 第 1章 
SCA1 MATa pho87Δ::kanMX 第 2章 
SCA2 MATα  第 2章 
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表 3-1	 続き 
SCA3 MATa pho87Δ 第 2章 
SCB7 MATa pho87Δ ura3::XM8 第 2章 
SCB11-8C MATα ura3::XM8 第 2章 
SCB101 MATα / MATa pho87Δ 第 2章 
SCB101-7C MATα 第 2章 
SCB101-2B MATa pho87Δ 第 2章 
SCB102 MATα / MATa pho87Δ 第 2章 
SCB102-3D MATa pho87Δ 第 2章 
SCB103 MATα/ MATa pho87Δ 第 2章 
SCB103-10D MATα  第 2章 
SCB14 MATa pho87Δ ura3::XM8 HEX12-2 第 2章 
SCB38 MATa pho87Δ URA3::XM1 HEX12-2 第 2章 
SCB105 
MATa pho87Δ ura3::XM8 
HEX12-2/MATα ura3::XM8 
第 2章 
SCB105-3A MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 第 2章 
SCB105-7A MATα ura3::XM8 HEX12-2 第 2章 
SCB32 










MATa SXM132 sxmc132 pho87Δ 
URA3::XM1 HEX12-2 
Tfm (SCB32: URA+ DNA, URA+, 
G418-s)a 
SCB40 
MATa sxm233 pho87Δ URA3::XM1 
HEX12-2 Sxm+ 
Tfm (SCB33: URA+ DNA, URA+, 
G418-s) 
SCB42 
MATa SXM132 sxmc132 pho87Δ URA3:: 
XM1 HEX12-2 / MATα HEX2-2 ura3::XM8 
Diploid (SCB39 × SCB105-3A)b 
SCB43 
MATa sxm233 pho87Δ URA3::XM1 
HEX12-2 / MATα HEX2-2 ura3::XM8 
Diploid (SCB40 × SCB105-7A) 
SCC2-11B MATa pho87Δ URA3::XM1 第 2章 
SCC21 
MATa pho87Δ ade1Δ::Ty-kanMX 
URA3::XM1 HEX12-2 
Tfm (SCB38: Ty-kanMX DNA, 
G418-r) 
SCC22 
MATa MTH132::kanMX sxmc132 pho87Δ 
URA3::XM1 HEX12-2  
Tfm (SCB39: kanMX DNA, G418-r) 
SCC23 
MATa pho87Δ URA3::XM1 HEX12-2 
MTH132::kanMX 
Tfm (SCB38: kanMX DNA, G418-r) 
SCC25 
MATa pho87Δ URA3::XM1 HEX12-2 
grr133 
Tfm (SCC21: ADE+ DNA, SXM2 
DNA ADE+, G418-s) 
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表 3-1	 続き 
SCB41-2B MATα pho87Δ URA3::XM1 HEX12-2 Haploid (SCB38 × SCB105−3A) 
SCC107 MATa pho87Δ URA3::XM1 HEX12-2 
grr133/ MATα pho87Δ URA3::XM8 
HEX12-2 
Diploid (SCC25 × SCB41－2B) 
SCC108 MATa pho87Δ URA3::XM1 
MTH132::kanMX 
Tfm (SCC2-11B: kanMX DNA, 
G418−r). The kanMX DNA region of 
pBlu-LTKTL-TDH3 was amplified 
using primers F-MTH1-kanT200 and 
R-MTH1-kanT200. 
Escherichia coli   
DH10B 
F − mcrA Δ(mrr − hsdRMS mcrBC) Φ80 
lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 
araD139 Δ(ara leu)7697 galU galK λ− 
rpsL nupG) 
Invitrogen, 16 
Plasmid   
pBlu-LTKTL-T
DH3 





pADE1 ADE1 (NAM34-4C) 第 2章 
pGRR1 HEX22-3 第 2章 
a Tfm, transformation; (SCB32: URA+ DNA, URA+, G418-s) および b Diploid (SCB39 × 
SCB105-3A)の記載に仕方は，第 2章と同様である。 
 
表 3-2	 PCR増幅に用いたオリゴヌクレオチドプライマー 
Number Name Primer sequence (5’ to 3’) 




3 F-Ty(ADE1) cattgcttacaaagaatacacatacgaaatattaacgataatgttcgtacctgttggaata 
4 R-LTKTL(ADE1) gaggagttacactggcgacttgtagtatatgtaaatcacgaggccactagtggatct 
5 F-GRR1-in840 gagctcatcctaatgccat 
6 R-GRR1-in2930 ctggttgttatagagaaacgtag 
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表 3-2	 続き 
7 F-ADE1-UP1k tgtagccttctttccaaattgt 
8 R-ADE1-DWN1k ttattgactgcgctctataaatg 
9 F-MTH1-kanT200 tatagagatttagtaataagaattttatgggaacgtggtaccgccagctgaagctt 
10 R-MTH1-kanT200 catcgtatggtttgatcttcgctacccttgactctttactaggccactagtggatct 
11 F-MTH1-clo-58UP caagcagcaatacaaagagaatttt 
12 R-MTH1-clo-down1485 tgatcgaaaaatcattcacgagtc 




M9培地は，第 2章で示したものを用いた。回分発酵に用いた YPX5培地は 30 g/Lキ
シロースの代わりに 50 g/Lキシロースを加えた点以外は，第 2章で示した YPX3培地
と同じ組成である。MYPD6X4培地は，16 g/Lペプトン，8 g/L酵母エキス，60 g/Lグ
ルコース，40 g/Lキシロースを加えた培地である。突然変異体の分離および分離した
株の増殖確認に用いた YPXn培地は，30 g/Lキシロースの代わりに n × 10 g/Lキシロ
ースを用いたこと以外は，YPX3培地と同じ組成である。例えば，YPX18培地は 30 g/L 
キシロースの代わりに 180 g/Lのキシロースを含む。 
 
3-2-3.	 形質転換，酵母染色体 DNAの調製および酵母遺伝学で用いる標準方法 
	 形質転換，染色体 DNAの調製および酵母遺伝学で用いる標準方法は，第 1章の第
2節で示した方法を用いた。 
 
3-2-4.	 大腸菌からのプラスミド調製および High Pure Plasmid Isolation Kitを用いた大
腸菌からのプラスミド DNA抽出 






	 制限酵素処理，アガロースゲル電気泳動および DNA 断片の回収は，第 1 章の第 2
節 1で示した方法で行った。 
 
3-2-6.	 PCR法による DNA断片の増幅，コロニーからの直接 PCR法および塩基配列
決定 




バイオフォトレコーダーを用いた細胞増殖の解析は第 1 章の第 2 節で示した方法で
行った。 
 
3-2-8.	 cre発現による kanMXマーカーの除去 
	 cre発現による kanMXマーカーの除去は，第 2章の第 2節で示した方法で行った。 
 
3-2-9.	 高濃度キシロースを高効率に資化する Sxm+突然変異体の分離 
	 SCB14株を 10 mLの YPD培地で 30°C，24時間，振盪培養し（120 rpm），2400 × g，











	 変異体の回分発酵試験は第 2章の第 2節で示した方法で行った。変異体の高濁度回
分発酵試験は YPD 固形培地で 30°C，一晩培養した被試験菌を 50 mL の YPD 培地
（pH4.0）に植菌し，30°C，24時間振盪培養した（120 rpm）。その後，細胞懸濁液を
50 mLの YPD6X4培地に初期濃度 Abs660nm=20となるように植菌し，35°C，24時間振
盪培養した。発酵培地中のエタノールとグルコースの濃度を決定するために，4°C，
20,400 × gで 5分間遠心分離して上澄みを得た。 
 
3-2-11.	 グルコース，キシロース，エタノールの解析 




	 酵母の二重形質転換は第 2章の第 2節で示した方法を用いた。 
 
3-2-13.	 次世代シーケンサー解析 
	 変異体の次世代シーケンサー解析は第 2章の第 2節で示した方法を用いた。 
 
 
第 3節	 結果 
 
3-3-1.	 HEX12-2 変異体 SCB14に対する増殖阻害キシロース濃度の解析 













図 3-1	 酵母菌の増殖を阻害するキシロース濃度の解析 
(a) キシロース濃度が 0 g/Lから 100 g/Lまでの濃度を含む YPXn培地での増殖。(b) キシロ
ース濃度が 20 g/Lから 200 g/Lまでの濃度を含む YPXn培地での増殖。記号：(a)○，0 g/L; △, 
20 g/L; ▽，40 g/L; □，60 g/L; ▷，80 g/L; ◁，100 g/L；(b) ○，20 g/L; △，100 g/L; ▽，120 
g/L; □，140 g/L; ▷，160 g/L; ◁, 180 g/L; ♢，200 g/L。 
 




は，YPX18 培地で増殖を示したのに対し，親株は増殖しなかった (図 3-2)。そこで，
この高濃度キシロース培地で効率よくキシロースを資化する突然変異体を super 
xylose assimilation metabolism (Sxm) 変異体と名付け，その表現型を Sxm+と定めた。 
 
 
図 3-2	 Sxm+突然変異体の高濃度キシロース培地での増殖。 
2 個の被試験菌を 5 mL のウラシルを加えた YPX18 培地 pH 4.0 に初発細胞濃度
Abs660nm=0.014 となるように植菌し，増殖をバイオフォトレコーダーで解析した。記




変異体（MATa pho87Δ ura3:: loxP−PTEF−kanMX−TTEF−loxP−PTDH3−XYL1−TTDH3−PTDH3− 
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XYL2−TTDH3−PTDH3−XKS1−TTDH3 HEX12-2 Sxm+）を解析した。SCB32株は G418耐性 ウ
ラシル要求性であるので，URA+ DNAによる SCB32株の Ura+ G418感受性の形質転
換体を分離し，要求性を取り除いた。その遺伝子構造と表現型は，MATa pho87Δ 
URA3::PTDH3−XYL1−TTDH3−PTDH3−XYL2−TTDH3−PTDH3−XKS1−TTDH3 HEX12-2 Sxm+であり
SCB39株と名付けた。その Sxm＋株と Sxm－株である SCB105-3A（MATα ura3Δ::XM8 
HEX12-2 Sxm−）とを掛け合わせ二倍体を作成し，4分子解析した。4胞子クローンの
YPX18液体培地 pH 4.0 温度 35°Cでの増殖を調べたところ，調べた 24子嚢すべて，
増殖するクローンが 2個と増殖しないクローンが 2個に分離した。すなわち，Sxm＋ : 





を SXM1と SXMC1と名付け，その変異型遺伝子を仮に sxm1と sxmc1と名付けた。例




べた 24子嚢において，sxm1 sxmc1（早い増殖）: sxm1（遅い増殖）または sxm1 sxmc1
（早い増殖） : sxmc1（非増殖）が 2+ : 2−に分離した。以上のことから，SCB39株の
Sxm+を導く遺伝子型を sxm1 sxmc1と定めた。 
	 次に SCB33株に関して解析した。SCB33株からも URA+ DNAによる SCB33株の
Ura＋ G418感受性の形質転換体を得た。Sxm＋株である SCB40（MATa pho87Δ 




図 3-3 Sxm+株 SCN39と親株の掛け合わせの 4胞子解析。 
Sxm+株である SCB39株（MATa Sxm+ Hex12-2），親株 SCB105-3A株（MATα Sxm－ HEX12-2），
およびそれらの掛け合わせから得られた SCB42二倍体の 4胞子クローン SCB42-4A, -4B, -4C, 
-4Dおよび SCB42-3A, -3B, -3C, -3Dを用いた。10個の被試験菌を 5 mLのウラシルを加えた
YPX18培地 pH 4.0に初発細胞濃度 Abs660nm=0.014となるように植菌し，増殖をバイオフォト
レコーダーで解析した。(a) SCB42-4の解析。記号：○, Sxm+突然変異体（sxm1 sxmc1）; △, 
HEX12-2株; ▽, SCB42-4A; □, SCB42-4B; ▷, SCB42-4C; ◁, SCB42-4D。(b) SCB42の 3の解析。
記号：○, Sxm1突然変異体（sxm1 sxmc1）; △, HEX12-2株; ▽, SCB42-3A; □, SCB42-3B; ▷, 
SCB42-3C; ◁, SCB42-3D。 
 
Sxm－ 株である SCB105-7A（MATα ura3Δ::XM8 HEX12-2 Sxm－）とを掛け合わせ二倍体
を作成し，4胞子解析した。4胞子クローンの YPX18液体培地 pH 4.0 温度 35°Cでの
増殖を調べたところ，調べた 8子嚢すべてにおいて，増殖するクローンが 2個と増殖









と名付けた。この作業仮説を確かめるために Sxm+突然変異体と SCB43-1および 
 
 
図 3-4 Sxm+株 2番と親株の掛け合わせの 4胞子解析。 
SCB40株（MATa Sxm+ Hex12-2），親株 SCB105-7A株 (MATα Sxm− HEX12-2)，およびそれらの
掛け合わせから得られた SCB43二倍体の 4胞子クローン SCB43-1A, -1B, -1C, -1Dおよび
SCB43-2A, -2B, -2C, -2Dを用いた。10個の被試験菌を 5 mLのウラシルを加えた YPX18培地 
pH 4.0に初発細胞濃度 Abs660nm=0.014となるように植菌し，増殖をバイオフォトレコーダーで
モニターした。(a) SCB43-1の解析。記号：○, Sxm+突然変異体; △, HEX12-2株; ▽, SCB42-1A; 
□, SCB43-1B; ▷, SCB43-1C; ◁, SCB43-1D。(b) SCB43の 2の解析。記号：○, Sxm+突然変異体; 









	 (1)	 低い初発細胞濃度からの回分発酵試験 
	 Sxm+ HEX12-2 XM8遺伝背景の 2株 SCB32と SCB33，HEX12-2 XM8の SCB14株，XM8
の SCB7株を用いて回分発酵を行い，高濃度キシロースからのエタノール生産性を解




株の増殖は最も悪く，最終細胞濃度も 20 弱であった (図 3-5(a))。SCB32 株のキシロ
ース消費は，培養初期では遅いが，12 時間から 18 時間の間では迅速であり，4 株の
中で最も早かった。そのキシロースの最大消費速度は 1.6 g/L/hrであった (図 3-5(b))。
SCB14株では，細胞の増殖が活発な 24時間から 48時間にかけてのキシロース消費は




	 (2)	 高い初発細胞濃度からのグルコース・キシロース共存発酵試験 
	 高い初発細胞濃度からのグルコース・キシロース共存発酵試験を Sxm+ HEX12-2 XM1





図 3-5	 低初発細胞濃度からの回分発酵試験 
Sxm+ HEX12-2 XM突然変異体 2株（SCB32と SCB33），HEX12-2 XM株（SCB14），XM株（SCB7）
の 4 株で発酵試験を行った。(a) 増殖，(b) キシロース濃度，(c) エタノール濃度。記号: □, 
SCB32株；◇ SCB33株; △, SCB14株；○, SCB7株。 
 
組換えたウラシル非要求性を用いた。グルコース 60 g/L，キシロース 40 g/L を含む
MYPD6X4培地，pH 4.5に初期細胞濃度 Abs660nm=20となるように植菌し，32.5°Cで
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振盪培養した (60 rpm)。SCB40株以外の全ての株は良く似た増殖を示し，培養 24時
間で細胞濃度は Abs660nm = 40強に達した (図 3-6(a))。 
 
 
図 3-6	 高初発細胞濃度からの回分発酵試験 
Sxm+ HEX12-2 XM突然変異体 2株（SCB39と SCB40），HEX12-2 XM株（SCB38），XM株 
SCC2-11B）の 4株で発酵試験を行った。(a) 増殖，(b) グルコースとキシロース濃度，(c) エ





60 g/L濃度のグルコースを全ての株は 3時間以内に消費した。2個の変異体 SCB39と
SCB40は他の 2個の株より迅速にキシロースを消費した。この時の最大キシロース消
費速度はSCB39株で2.6 g/L/hr，SCB40株で2.9 g/L/hrであった (図3-6(b))。特に，SCB40
株のキシロース消費は高く，細胞の増加は少ないにも関わらず，残留キシロース濃度
は 24時間以内に 2.4 g/Lまで減少した。2個の変異体 SCB39と SCB40は，発酵開始
24時間でエタノールをそれぞれ 29.2 g/Lと 27.5 g/L生産し，エタノールの理論収率は，
初発の糖濃度が両者で異なるものの，それぞれ 60％と 65％だった。 
 
3-3-5.	 SXM1と SXM2遺伝子の特定 











遺伝子の下流領域に kanMX DNAを挿入しても Sxm＋の表現型に影響しないことを確





kanMXを組換えた株を構築した (図 3-7(b))。その株の増殖を YPX18培地 pH 4.0温度
35°Cで調べたところ，親株の SCB32株と同様に増殖を認めた (図 3-8(a))。 
 
 
図 3-8	 変異型 SXM1遺伝子の特定実験 
(a) Sxm+株 SCB39およびその kanMX転換体の増殖試験。記号：(a) △，SCB39株; ○, □, ◇，
kanMX 変異型MTH1株。(b) HEX12-2株の kanMX 変異型MTH1 DNAによる転換体の増殖試験。
記号：△, SCB38株; ▽，SCB39株；○, kanMX 変異型 MTH1 HEX12-2形質転換体。 
 
従って，kanMX遺伝子を変異型 MTH1下流領域に挿入しても Sxm＋の表現型に影響し
ないことを確認した。次に，染色体 DNAの MTH1変異箇所と kanMX遺伝子を含む領
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域を PCR増幅し，その増幅 DNAによる Sxm− HEX12-2株である SCB38株の G418耐
性形質転換体を得た (図 3-7(c))。この転換体の YPX18培地 pH 4.0，温度 35°Cでの増
殖を調べたところ，Sxm+変異株と同様に増殖を示した (図 3-8(b))。従って，変異型
SXM1 遺伝子は，MTH1 遺伝子内の変異であることが分かった。また，変異型 MTH1
の塩基配列を決定したところ，構造遺伝子内の置換変異を確認した。 
 
	 次に，sxm2変異型遺伝子が GRR1遺伝子であるのかどうかを図 3-9で示した実験デ
ザインで解析した。すなわち，ade1Δ1 HEX12-2株に ADE1+ DNAと変異型 grr1 DNA
を加え，Ade+形質転換体を得た。この形質転換体を 100個選び，180 g/Lのキシロー




図 3-9	 二重形質転換による sxm2変異遺伝子の特定方法 
ade1Δ HEX12-2 XM株を受容菌に，ADE＋ DNAと grr1変異遺伝子の変異部位の下流と上流 1 
kbからなる DNAによる Ade＋形質転換体を得る。Ade＋形質転換体の中に変異部位を含む転換
体がいるのでそれをキシロース培地で検定する方法である。最終の遺伝子構造が，grr1 
HEX12-2 XM 遺伝子構造となるので，HEX12-2 XM株と明確に区別できる利点がある。 
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した。生じたコロニーを 2個選び，YPX18培地 pH 5.5で増殖確認したところ，増殖





図 3-10	 SXM2の特定実験 
記号：○，SCB38株（HEX12-2 XM1）；△，SCB40株（Sxm+ HEX12-2 XM1）；▽，Ade＋ grr1二
重形質転換体 SCC25株（grr1 HEX12-2 XM1） 
 
3-3-6.	 SXM132と sxm233の特徴づけ 
	 SXM1の変異型が野生型対立アレルに対して優性かどうかを解析した。SXM1の変
異を持つプラスミド pMTH1を最初に構築し，プラスミドを HEX12-2株に移した。そ




図 3-11	 SXM132と sxm233の特徴付け。 
16株の菌株を YPX18培地 pH 4.0，(a)–(c)もしくは MSX培地 pH 5.5，(d)，に植菌して 35℃
で振盪培養し，増殖をバイオフォトレコーダーでモニターした。3回の独立した実験から得
たデータから平均値と標準偏差を求めた。(a) SXM132と(b) sxm233の優性試験，記号： (a) ○，
Sxm+変異体（SCB39）；□，野生型 Sxm－株（SCB38）；△，▽，▷, SCB38（pMTH1）株；(b) ○，
Sxm+変異体（SCB40）；□，野生型 Sxm－株 (SCB41-2B); △，▽，SXM2/sxm233 二倍体（SCC107）. 
(c) MTH132単独変異体の増殖試験。記号，○，Sxm+変異体（SCB39）; □，野生型 Sxm－株
（SCC2-11B）；△，MTH132単独変異体（SCC108）；◇，MTH132 HEX12-2 二重変異体（SCB42-3C）。




ことが分かった (図 3-11(a))。そこで，この SXM1変異を SXM132とした。 
	 SXM2の変異型が優性であるかどうかを解析した。Sxm+株 SCC25株と Sxm–野生型
株 SCB41–2Bとを掛け合わせて二倍体 SCC107を構築した。YPX18培地 pH 4.0温度
35℃での増殖を調べたところ，Sxm–株と同様に増殖しなかったので，変異は劣性であ
ることが分かった (図 3-11(b))。そこで，この変異を sxm233とした。 
	 SXM132単独変異株の増殖をYPX18培地 pH 4.0温度 35℃で解析した。その増殖は，
SXM132 HEX12-2二重変異株と比較して顕著に遅かった (図 3-11(c))。すなわち，SXM132
と HEX12-2の相乗効果が見られた。 
	 高濃度キシロース培地で増殖を導く SXM132と sxm233変異は，高効率キシロース資
化性である Hex+を示すのかどうかを解析した。両株の増殖をMSX培地 pH 4.0温度
35℃で調べた。その結果，SXM132株 SCC108は，野生型の Hex–株 SCC2-11Bと比較
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 考察 
 
	 グルコースとキシロースを含む培地での発酵試験で，Sxm−株のグルコースの消費は
20 g/L/hrと早く，キシロース消費は 1.8 g/L/hrと遅い (図 3-6)。一方，Sxm＋変異株の
キシロース消費速度は，2.5－2.8 g/L/hrと Sxm−株のそれよりも早い。Sxm＋表現型を導
く主たる遺伝子変異は SXM1-32と sxm2-33であり，その内，SXM1は MTH1遺伝子内










れる (67, 68, 76, 77)。グルコースシグナルはMth1の修飾を導く。すなわち，Mth1は
リン酸化とそれに続く Skp1–Cullin–Fボックス複合体である SCFGrr1によるユビキチン
化を受ける (67, 68, 77)。そのユビキチン化されたMth1は，最終的に 26Sプロテオソ
ームで分解される（66, 78）。これまでに MTH1の優性変異体として HTR1–23や BPC1–
1株が分離されている (79–81)。その変異は，Mth1 I85がMth1 85Nに変わった変異で
あり，HXTの転写が損なわれ，細胞内のグルコースが減少し，グルコース抑制が顕著





	 残りの sxm233変異は，GRR1遺伝子内の劣性変異であった。GRR1は酵母 X番染色
体の 594,327から 590,872に在位し，SCFユビキチンリガーゼ複合体の Fボックスタ






















	 HEX22-3は第 2章で論じたように優性の変異であり，GRR1と JSN1の間にある変異
である。Jsn1は RNA結合タンパク質の内の Pufファミリーに属する (96)。Jsn1は膜
に結合したタンパク質をコードしている mRNAと相互作用し，Arp2/3複合体がミト
コンドリアに局在化することに掛かり合っている。その高発現はベノミルに高感受性











も早い (図 3-6)。すなわち，野生型株または HEX12-2変異体の遺伝背景に SXM32また
は sxm233が加わると，キシロース消費速度が早くなる。SXM132変異によるMth1 A81D





キシロースによる阻害も軽減されるのであろう (図 3-1, 3-2, 3-11)。このように，グル
コース信号を通したカーボンカタボライト抑制の解除機構を解明することは，キシロ
ース代謝を向上させる上で重要であると考えられる。 
	 キシロース消費速度は，優性変異型ピルビン酸キナーゼである Pyk1 A344Pや Pyk1 
P272T，Pho13欠損，トランスアルドラーゼの高発現，GRR1の上流の置換変異，優性
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変異体 SCB32株と SCB33株の遺伝解析を行った。2個の Sxm＋変異体と野生型 Sxm−






とが示唆された。2個の Sxm＋変異体と Hex＋株と XM株で YPX5培地中での発酵試験
を行った。SCB32株は親株と比べて，迅速に増殖したが，SCB33株の増殖は遅かった。
SCB32株は 12時間から 18時間の間で迅速なキシロース消費を示し，最大消費速度は
1.6 g/L/hr であり，迅速なエタノール発酵を示した。また，SCB33 株も発酵能は高か
った。高い細胞濃度でグルコースとキシロース混合糖からのエタノール生産性を解析
した。SCB40株だけが増殖が悪かった。全ての株で 3時間以内に 60 g/Lのグルコース
を消費した。2 個の Sxm＋変異体は迅速にキシロースを消費し，最大キシロース消費
速度は，SCB39株で 2.6 g/L/hr，SCB40株で 2.9 g/L/hrであった。SCB40株のキシロー
ス消費は高く，残留キシロース濃度は24時間以内に2.4 g/Lまで減少した。また，SCB39
と SCB40株は，発酵開始 24時間でエタノールをそれぞれ 29.2 g/Lと 27.5 g/L生産し，








































資化性が向上した Hex＋自然突然変異体を 4 株分離した。それぞれ 1 個の遺伝子変異
によってHex＋の性質が生じていること，変異遺伝子は 3個であり，優性変異HEX12-2，
HEX12-9，HEX22-3と劣性変異 hex31-5に分類できた。HEX1は CDC19であり，HEX2は
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